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Verf ahren zur selektiven Bindung eines Substrats an Sorbentien dutch 

mindestens bivalente Bindung 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung mindestens eines Sorbens zur 
selektiven Bindung eines Substrats mit mindestens zwei unterschiedlichen zur 
Bindung befahigten Gruppen sowie ein Verfahren zur selektiven Bindung besag- 

10 ten Substrats mit Hilfe besagten Sorbens. Dieses wird aus einer Kollektion von . 
Sorbentien ermittelt, auf deren Oberflache sich jeweils mindestens zwei unter- 
schiedliche zur Bindung befahigte Gruppen befinden, die durch Zerlegung syn- 
thetischer oder nattirlicher Substrate in Bausteine, die diese Gruppen enthalten, 
gewonnen werden. Das Verfahren der selektiven Bindung eignet sich insbesonde- 

15 re zur Isolierung synthetischer oder auch nattirlicher Wirkstoffe sowie zur Cha- 
rakterisierung und Identifizierung der Funktion und Eigenschaften dieser Wirk- 
stoffe. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist auch ein Sorbens-Substrat- 
Komplex, der bei der selektiven Bindung des Substrats erhalten wird. Femer be- 
trifft die Erfindung auch eine kombinatorische Bibliothek umfassend Sorbentien 

20 und Substrate vorzugsweise mit jeweils mindestens zwei unterschiedlichen Ami- 
nos&uren-, Zucker-, Nukleotid-, Nukleosid-, Pyrimidin- und/oder Purinbasen- 
Resten als Gruppen, die zur Bindung befahigt sind. Das Verfahren der selektiven 
Bindung sowie die kombinatorische Bibliothek k6nnen zur Detektion von Sub- 
strat-Rezeptor-Wechselwirkungen, zum Wirkstoff-Screening, zur selektiven 

25 Trennung isomerer Verbindungen, zur selektiven Abtrennung sowie zur Reini- 
gung von Substraten verwendet werden. 



Aus der Bioaffiiritatschromatographie ist bereits bekannt, an der Oberflache eines 
hochmolekularen unldslichen TrSgers Substanzen chemisch zu immobilisieren, 
die zu bestimmten Biomolekttlen eine besonders hohe Affinitat besitzen. Sie ver- 
mogen dann diese zu binden bzw. zu retinieren. 

Zumeist handelt es sich bei diesen auf dem Trager immobilisierten Stoffen urn 
Biopolymere. Andererseits ist es aber auch moglich, auf der Oberflache nieder- 
molekulare Stoffe zu verankefrn, mit denen die Bindung beziehungsweise Retinie- 
rung von Biopolymeren mSglich ist. 

Dabei kommt es im Allgemeinen nur dann zu einer ausreichend hohen Affinitat, 
wenn Sorbens und Substrat zueinander komplementare Gruppen aufweisen, die 
miteinander in Bindung treten konnen. Komplementare Gruppen sind beispiels- 
weise hydrophile Gruppen, die iiber Wasserstoffbriicken oder Dipole oder Poly- 
pole miteinander wechselwirken konnen, wobei die Bindung erfolgt. 

Es ist bereits bekannt, dass biologische Systeme uber mehrere molekulare Kon- 
taktstellen gleichzeitig miteinander wechselwirken kSnnen (M. Whitesides et aL, 
Angew. Chem. 1998, 110, 2908 - 2953). 

Des Weiteren sind aus der WO 00/32649 Polymere als Sorbentien zur Abtrennung 
von Substtaten sowie Verfahfen zur Abtrennung von Substraten mit Hfilfe dieser 
Sorbentien bekannt. Hieibei wird die Abtrennung tiber mindestens zwei verschie- 
dene Arten von Wechselwirkungen ermOglicht. Bei der zur Bindung befahigten 
Gruppe des Sorbens, die als Rezeptor wirkt, kann es sich dabei urn eine einzige 
Gattung von Gruppen, jedoch auch urn zwei oder mehr verschiedene Gattungen 
von Gruppen handeln. 

Ferner werden in den Patentschriften WO 00/32648, WO 01/38009 sowie WO 
00/78825 Sorbens/Substrat-Wechselwirkungen offenbart, die filr eine mindestens 
bivalente Bindung gute Voraussetzungen liefern. 



-3- 



Bei dieses Verfahren muss fiir die gezielte Bindung eines Substrats auch das dafttr 
geeignete Biopolymere bekannt und herstellbar sein, wenn es als Teil des Sorbens 
verwendet werden soil. Sollen umgekehrt Biopolymere auf dem Sorbens mittels 
niedermolekularer Stoffe gebunden werden, so mtissen letztere gleichfalls bekannt 
5 und ohne Veranderung der Bindungseigenschaften auf dem Trager immobilisier- 
bar sein. 

Bekannt ist auch ein Verfahren zur Bereitstellung von synthetischen Gruppen auf 
einer polymeren Verbindung zur Bindung von biologisch oder pharmakologisch 
10 aktiven Substanzen. Dabei werden Templat-Molekiile, welche biologisch oder 
pharmakologisGfi wirksame Substanzen sind, an der polymeren Verbindung fi- 
xiert. Nach Ankopplung reaktiver funktioneller Gruppen an die polymere Verbin- 
dung 2ur Bindung von Substraten werden die Templat-Molekiile wieder gelSst 
(WO 00/13016). 

Femer ist auch ein Verfahren zur selektiven Abtrennung einer ausgewahlten orga- 
nischen Verbindung bekannt. Dabei werden auf der . OberflSche eines TrSgers 
Gruppen aufgebracht, die zu denen der abzutrennenden Verbindung komplemen- 
tar sind. Vorzugsweise handelt es sich bei der abzutrennenden Verbindung urn 
20 Makromoleklile, die ionisierbaife Gruppen besitzen. Die bindenden Gruppen auf 
der OberflSche des Tr&gers sind zu denen des MakromolekUls invers geladen. Auf 
dem Sorbens befindet sich allerdings nur eine Art von Gruppen, tiber die die Bin- 
dung erfolgt (WO 93/19844). 

25 Weiterhin offenbart auch die US 2002/0155509 Al ein Verfahren, das letztendlich 
zur selektiven Abtrennung eines Substrats aus einem Substratgemisch verwendet 
werden kann. Dabei wird das Substratgemisch mit verschiedenen Sorbentien und 
Elutionsmitteln in Kontakt gebracht. Durch Desorptionsspektrometrie kann dann 
festgestellt werden, ob und wie stark unter den gewahlten Sorbens/Elutionsmittel- 

30 Kombinationen Substrate an die Sorbentien gebunden wurden. Sorbentien und 
Elutionsmittel kOnnen solange variiert werden, bis eine geeignete Sor- 
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bens/Elutionsmittel-Kombination gefunden wird, die die selektive Abtrennung 
eines Substrats erlaubt (Die Begriffe Sorbens und Substrat werden dabei abwei- 
chend von der in der US 2002/0155509 Al verwendeten Definition in der Defini- 
tion verwendet, die der vorliegenden Patentanmeldung zugrunde liegt und weiter 
5 unten ausgeftthrt ist). 

Auch ist bereits bekannt, polare Gruppen zusammen mit langkettigen Alkylresten 
auf der Oberflache des Tragers zu immobilisieren, wobei Sorbentien mit minde- 
stens zwei unterschiedlichen zur Bindung befahigten Gruppen entstehen. Hfierbei 

10 werden in einer ersten Reaktionsstufe Chlorsilane, die mit einem vorzugsweise 
mittel- oder langkettigen Alkyliest substituiert sind, beispielsweise einem Cg- 
oder d 8 -Rest, mit OH-Gruppen der Oberflache des Tragers, beispielsweise Sila- 
nolgruppen des Kieselgels, umgesetzt, wobei besagte Alkylreste auf der Oberfla- 
che des Tragers immobilisiert werden. Im zweiten Schritt wird dann die Oberfla- 

15 che des Tragers mit Trimethoxy- oder Triethoxysilanen umgesetzt, dem sich ein 
Hydrolyseschritt unter Abspaltung von Alkohol unter Bildung einer Silanolgruppe 
anschlieBt. Weiterhin ist es auch mdglich, Siliciumverbindungen wie Alkyltrial- 
koxysilane, wie beispielsweise Octadecyltrimethoxysilan, mit OH-Gruppen der 
Oberflache des Tragers zu teagieren, wobei zunachst der Alkylrest immobilisiert 

20 wird. Nicht reagierte Alkoxyreste kdnnen dann unter Bildung von Silanolgruppen 
hydrolisiert werden, wobei die zweite, zur Bindung befahigte Gruppe generiert 
wircL Diese Sorbentien sollen insbesonders zur Bindung von Substraten aus was- 
serigen LOsungen einsetzbar sein (Column Watch, LC*GC Europe, December 
2002, Seite780-786). 

25 

Falls Substrate mit noch unbekannter Struktur und/oder Bindungseigenschaften 
mittels Sorbentien abgetrennt werden sollen, erlauben es diese beim Stand der 
Technik beschriebenen Verfahren im Allgemeinen nicht, gezielt voraus zu sagen, 
ob und wie gut ein bestimmtes Sorbens zur selektiven Bindung des Substrats ge- 
30 eignet ist oder nicht. Hier muss dann in zumeist aufwandigen Versuchen unter- 
sucht werden, ob bekannte Sorbentien zur selektiven Bindung des besagten Sub- 
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strats geeignet sind oder nicht. Die Auffindung eines geeigneten Sorbens ist dann 
eher zufailigi 

Der Erfindung lag somit die Aufgabe zugrunde, ein Verf ahren zur Herstellung 
5 eines Sorbens zur VerfUgung zu stellen, mit dem die gezielte Abtrennung eines 
Substrats, vorzugsweise eines Substrats mit physiologischer Aktivitat, aus einem 
Substratgemisch moglich ist. Weiterhin lag der Erfindung die Aufgabe zugrunde, 
ein Verfahren zur Verfiigung zu stellen, das die gezielte Abtrennung besagten 
Substrats aus einem Substratgemisch mittels besagten Sorbens erlaubt. 

10 

Diese Aufgaben konnten mit Hilfe mindestens eines Sorbens gelost werden, das 
mindestens zwei unterschiedliche zur Bindung befahigte Gruppen enthalt, die mit 
mindestens zwei Gruppen am Substrat komplementSr bivalent in Wechselwirkung 
treten konnen. Hierdurch tritt gegeniiber der monovalenten Wechselwirkung, die 

15 wenig bis nicht-selektiv ist, eine Verstarkung auf. In der Folge wird die Zielver- 
bindung urn ein Vielfaches starker vom Sorbens zuriickgehalten als nur monova- 
lent bindende Konkurrenten, womit gegeniiber diesen Konkurrenten die selektive 
Bindung eneicht wird. Gegeniiber anderen polyvalenten konkurrierenden Sub- 
straten kann die selektive Bindung durch ein optimiertes Sorbens erreicht werden, 

20 dessen dazu notwendige Eigenschaften an Hand einer Kollektion von Sorbentien 
ermittelt werden konnen. 

Gegenstand der Erfindung ist somit ein Verfahren zur Herstellung mindestens 
eines Sorbens mit mindestens zwei unterschiedlichen zur Bindung befahigten 
25 Gruppen zur selektiven Bindung eines Substrats, dadurch gekennzeichnet, dass es 
die Stufen (i) bis (ii) umfasst: 

(i) Ermittlung von mindestens zwei zur Bindung mit einem Sorbens befahig- 
ten Gruppen aus einem synthetischen oder natiirlichen ersten Substrat, 

30 



(ii) Aufbringen jeweils mindestens zweier unterschiedlicher zur Bindung mit 
einem zweiten synthetischen oder natUrlichen Substrat befahigten Grappen 
auf jeweils einen Trager unter Bildung mindestens eines Sorbens, wobei es 
sich bei den Gruppen urn die gleichen Gruppen der Stufe (i) oder dazu 
komplementare oder nicht-komplementare Gruppen handelt, und das 
zweite Substrat der Stufe (ii) gleich oder verschieden vom ersten Substrat 
gemaB Stufe (i) ist 

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verf ahren zur selektiven Bindung 
eines Substrats mit mindestens zwei unterschiedlichen zur Bindung befahigten 
Gruppen an mindestens ein Sorbens, dadurch gekennzeichnet, dass es die Stufen 
(i) bis (iv) umfasst: 

(i) Ermittlung von mindestens zwei zur Bindung mit einem Sorbens befahig- 
ten Gruppen aus einem synthetischen oder nattirlichen ersten Substrat, 

(ii) Aufbringen jeweils mindestens zweier unterschiedlicher zur Bindung mit 
einem zweiten synthetischen oder natUrlichen Substrat befahigten Gruppen 
auf jeweils einen Trager unter Bildung mindestens eines Sorbens, wobei es 
sich bei den Gruppen urn die gleichen Gruppen der Stufe (i) oder dazu 
komplementare oder nicht-komplementare Gruppen handelt, und das 
zweite Substrat der Stufe (ii) gleich oder verschieden vom ersten Substrat 
gemaB Stufe (i) ist, 

(iii) Ihkontaktbringeh mindestens eines zweiten Substrats, das gleich oder ver- 
schieden vom ersten Substrat sein kann, mit mindestens einem Sorbens der 
Stufe (ii), 

(iv) Prtifung der BindungsstSrke des mindestens einen zweiten Substrats an das 
mindestens eine Sorbens der Stufe (iii). 
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Die Erfindung erlaubt es somit, die Bindung zwischen Sorbentien und Substraten 
gezielt zu verstSrken oder auch gezielt zu lockern, wodurch die Selektivitat der 
Bindung eines Sorbens gegenttber einem Substrat, das aus einem Substratgemisch 
abgetrennt werden soil, auch gezielt verbessert werden kann. 

5 

Demzufolge liegt der Erfincfung ein neues Abtxennungsprinzip fur ein Substrat aus 
eineto Substratgemisch zugrunde, das sich grundlegend von den Abtrennung- 
sprinzipien der Verfahren des Standes des Technik unterscheidet, weil es die er- 
folgvetsprechende Trennselektivitat fiir ein beliebiges zu trennendes Substratpaar 
10 entwirft und realisiert. 1 

Das Abtxennungsprinzip der vorliegenden Erfindung beruht auf der Vorhersage, 
der quantifizierbaren Abschatzung oder auf der Messung der Starke der durch 
Wechselwirkung zwischen jeweils mindestens zwei unterschiedlichen zur 

15 Bindung befahigten Gruppen aus Sorbens und Substrat gebildeten nicht- 
kovalenten Bindung. Die Abttennungsprinzipien der Verfahren des Standes der 
Technik beruhen darauf, dass die Abtrennung durch grob in die Kategorien po- 
lar/unpolar bzw. hydrophil/hydrophob eingeteilte empirische Methoden erfolgt 
und damit zufallsabhangig ist. Dies wird auch durch den bislang hSufig nicht aus- 

20 reichenden Trennerfolg belegt. 

Vorzugsweise sind die Gruppen in Stufe (ii) gleich den Gruppen der Stufe (i) oder 
zu diesen Gruppen komplementSr. 

25 Im Sinne der Erfindung fallen unter die Bezeichnung Substrat alle Stoffe naturli- 
chen oder synthetischen Ursprungs, die selektiv gebunden werden kOnnen. Vor- 
zugsweise sind dies Wirkstoffe, also Verbindungen mit physiologischer und/oder 
biologischer Wirksamkeit in lebenden pflanzlichen oder tierischen Organismen. 
Prinzipiell sind dies alle natdrlichen und synthetisch chemischen und/oder biolo- 

30 gischen Verbindungen, die zwei oder mehr zur Bindung befShigte Gruppen auf- 
weisen. Vorzugsweise sind dies Aminosauren, Oligopeptide, Nukleotide, Nukleo- 
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side, Proteine, Glukoproteine, Antigene, Antigen-Deteiminanten, Antikfcrper, 
Kohlenhydrate, Enzyme, Co-Enzyme, Fermente, Hormone, Alkaloide, Glykoside, 
Steroide, Vitamine, Metabolite, Viren, Mikroorganismen, Inhaltstoffe pflanzlicher 
und tierischer Gewebe, Zellen, Zellfragmente, Zellkompartimente, Zellaufschliis- 
5 se, Lectine, Flavyliumverbindungen, Flavone und Isoflavone, sowie synthetische 
Wirkstoffe, wie Pharmazeutika und Pflanzenschutzmittel. 

Sind die zu bindenden Wirkstoffe niedermolekular, so werden sie in der Iiteratur 
auch haufig als Lieanden bezeichnet Bindende Stoffe, die proteinartig und 
10 hdchmolekular sind, werden haufig als Rezeptor bezeichnet. 

Unter den Substratbegriff fallen auch Vorstufen, die sich gegebenenfalls nach 
weiterer Modifikation als Wirkstoff eignen k6nnen. Solche potenziellen Wirk- 
stoffe werden oft als Hits oder Leads bezeichnet, wenn sie von den fUr ihre Bes- 
15 timmung verwendeten Sceeningverfahren abgeleitet sind, oder als Scaffolds, Nee- 
dles oder Pharmakophore, wenn sie von Strukturmerkmalen abgeleitet sind. 

Unter den Begriff Substrat fallen auBerdem Wertstoffe , deren Isolierung, Entfer- 
nung oder Gewinnung aus Gemischen von wirtschaftlichem Nutzen sein kann. 
20 Efierzu zahlen auch niedrig konzentrierte Wertstoffe und Nebenprodukte, z. B. aus 
Prozess- oder Abfallstromen. Die Wertstoffe konnen organisch sein, wie Peptide, 
oder Stoffwechselprodukte aus KOrperflussigkeiten, oder anorganisch, wie ra- 
dioaktive Metallionen oder Metallionen der Edelmetalle. 

25 Unter Tiager sind Materialien zu verstehen, die als Unterlage oder Geriist fUr die 
bindenden Gruppen dienen. Beim Aufbringen dieser Gruppen auf den TrSger wird 
das Sorbens gebildet. Fur chromatographische Anwendungen wird das Sorbens 
auch als stationare Phase bezeichnet. 
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Der Begriff Sorbens umfasst jede Kombination aus TrSger und mindestens zwei 
unterschiedliche zur Bindung mit einem Substrat befdhigten Gruppen. 

Der Begriff Baustein bezeichnet Teile bzw. Fragmente von Substraten, vorzugs- 
5 wfcise Wirkstoffe, die jeweils mindestens eine zur Bindung befahigte Gruppe auf- 
weisen. Beispiele fiir derartige Bausteine sind Epitope . Der Begriff Baustein kann 
auch identisch mit dem Begriff zur Bindung befahigte Gruppe sein. Die raumliche 
Anordnung der Bausteine innerhalb eines Substrats wird im Folgenden iJfters als 
Bindungsstelle bezeichnet. Beispielsweise ist Histidin ein Baustein, der als zur 
10 Bindung befahigte Gruppe einen Imidazol-Rest tragt 

Der Begriff Epitop b ezeichnet molekulare Bereiche von Substraten. Beispielswei- 
se wird mit dem Begriff Epitop ein molekidarer Bereich eines Antigens bezeich- 
net, der einen Antik5rper zu binden vermag. Solche Bindungsstellen eines Anti- 
15 korpers auf einem Antigen werden auch als Antigen-Determinante bezeichnet. 

Der Begriff (unterschiedliche) zur Bindung befahigte Gruppe umfasst alle Grup- 
pen, die in der Lage sind, mit dem Sorbens und/oder Substrat ttber kovalente oder 
nicht-kovalente Wechselwirkungen zu binden. In der angelsachsischen literatur 
20 wird dieser Begriff auch mit binding site residue bezeichnet Im tJbrigen sind dies 
alle Verbindungen oder die Reste von Verbindungen, die in der Literatur als ge- 
eignet zur Ausbildung nicht-kovalenter Bindunpen beschrieben werden. Der Be- 
griff nicht-kovalente Bindung w ird weiter unten erlautert. 

25 Zur Bindung befahigte Gruppen sind vorzugsweise Hydroxyl-, Carboxyl-, Amid-, 
Amino-, i-Butyl-, Phenyl-, Nitrophenyl-, Naphthyl-, aber auch Diol-, Hydroxy- 
phenyl-, Indoyl- und Imidazolylreste. Eine zur Bindung befahigte Grupp e kann 
somit auch mindestens eine funktionelle Gruppe enthalten. Diese ist aber nicht mit 
dem Begriff funktionelle Gruppe gleichzusetzen. 

30 
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Eine zur Bindung befdhigte Gruppe kann auch mehr als eine Form der ener- 
getischen Wechselwirkung austtben, d. h. sie kann mehr als eine Art von nicht- 
kovalenter Bindung eingehen. Beispielsweise ist der Indolrest grundsatzlich in der 
Lage, gleichzeitig mit geeigneten zu bindenden Substanzen ionische, van der 
5 Waals-, 7T-7T- und dispersive Wechselwirkungen auszuuben. Dem Indenrest fehlt 
hingegen die ionische Wechselwkkungsfdhigkeit, und die dispersive Wechsel- 
wirkung ist schwacher ausgepragt. 

Die einzelnen BeitrBge zur Bindung sind dabei auch vom LOsungsmittel abhSngig. 

10 Sie kSnnen dutch die Wahl der I^sxingsmittelzusainmensetzung, des pH-Wertes 
und der Temperatur gezielt beeinflusst werden. Im Allgemeinen sind die van der 
Waals-Wechselwirkungen in organischen LSsungsmitteln weniger ausgepragt als 
in wHssrigen L5sungsmittelgemischen. Demgegenuber werden die in aprotischen 
LOsungsmitteln dominanten Wasserstoffbrucken-Wechselwirkungen mit zuneh- 

15 mendem Wassergehalt in der Regel stark abgeschwacht. 

Der Begriff unterschiedlich bedeutet, dass die Gruppen entweder eine unter- 
schiedliche elementare Zusammensetzung besitzen, oder dass bei gleicher ele- 
mentarer Zusammensetzung die Elemente in den Gruppen unterschiedlich ver- 

20 kniipft oder die Gruppen unterschiedlich chemisch gebunden sind. Die Unter- 
schiedlichkeit beztiglich mindestens zweier zur Bindung befahigten Gruppen 
schlieBt auch die sterische Anordnung gegeniiber einem zu bindenden Stoff ein. 
Eine diesbeztigliche Anordnung betrifft beispielsweise die Unterscheidung von 
Stereoisomeren, insbesondere Diastereomeren und Enantiomeren. Beispielsweise 

25 sind cis-stSndige Hydroxylgruppen unterschiedlich zu trans-standigen oder Hy- 
droxylgruppen einer R-Fortn unterschiedlich zu denen einen S-Form. Diese Un- 
terschiede kSnnen durch physikalische Verfahren detektiert werden, beispielswei- 
se durch NMR-Spektroskopie, da solche Gruppen magnetisch mcht-equivalent 
sind und im NMR-Spektrum unterschiedliche Resonanzsignale ergeben. Die De- 

30 tektion kann auch durch Rfintgenstiukturanalyse mbglich sein. Auch zeichnen 
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sich solche Gruppen dadurch aus, dass sie eine unterschiedliche Reaktivitat ge- 
gentiber angreifenden Reagenzien besitzen konnen. 

Unterschiedliche zur Bindung befdhipte Grupp en sind somit insbesondere solche 
5 Gruppen, die gegenuber der zu bindenden Substanz jeweils unterschiedliche Bei- 
trSge zvir Wechselwirkungs-Energie beisteuern. Diese Wechselwirkungsenergie 
wird auch als Wechselwirkungs-Gibbs Energie AG bezeichnet. Solche Gruppen 
k6nnen in ihrer Konstitution, Konfiguration und Konformation durchaus gleich 
sein, aber in ihrem Wechselwirkungsanteil unterschiedlich. Beispielsweise k6n- 
10 nen Carboxylgruppen in Glutaminsaurederivaten einen unterschiedlichen Wech- 
selwirkungsanteil aufweisen. Auch konnen unterschiedlich gebundene Rhamnose- 
Reste einen unterschiedlichen Wechselwirkungsanteil aufweisen, der beispiels- 
weise zur Trennung von Naringin und Rutin ausgentitzt werden kann. 

15 Unterschiedlichen Beitrage zur Wechselwirkungs-Gibbs Energie AG konnen 
jeweils wiederum unterschiedlich groBe Enthalpie- und Entropiekomponenten 
aufweisen. So ist es denkbar, dass zwei ionische Wechselwirkungen der im zu 
bindenden Stoff enthaltenen Carboxylgruppen zwar bezUglich der Enthalpie-AH- 
Wechselwirkung nahezu gleiche Beitrage beisteuern, die zweite Bindungsstelle 

20 jedoch einen relativ gr5Beren negativen Entropiebeitrag AS aufweist 

Umgekehrt kommt es auch vor, dass in einem ersten und/oder zweiten Substrat 
mindestens zwei zur Bindung befahigte Gruppen unmittelbar nebeneinander ste- 
hen, die chemisch gleich oder equivalent sind. Ihre Beitrage zur Wechselwirkung 
25 unterscheiden sich gegebenenfalls nur graduell oder sind innerhalb der Messgen- 
auigkeit nicht mehr unterscheidbar. Das stochiometrische Veihaltnis solcher 
Gruppen untereinander oder in Hinsicht auf weitere zur Bindung befahigte Grup- 
pen wird bei der Herstellung des Sorbens durch den Derivatisierungsgrad berQck- 
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sichtigt. Dieser Derivatisierungsgrad ist ftir LSsungen oder Suspensionen des 
Sorbens auch das MaB fiir Konzentrationsangaben. 

Ein Beispiel ftir eine Anhaufung gleicher oder energetisch angenahert equivalent 
5 ter zur Bindung befahigter Gruppen stellen die Steroidrezeptoren dar. Diese 
enthalten ftir den Bindungskontakt zu Estradiol oder Progesteron bis zu sieben 
Leucinreste, die mit ihren Alkylguppen den Liganden unpolar binden. Hinzu 
kommen noch bis zu drei polare Bindungsstellen, die aus Arginin, Gluta- 
min(saure) und Histidin bestehen. ErfindungsgemaB kOnnen diese natflrlichen 
10 Rezeptoren in vereinfachter Weise simuliert werden, indem man im geeigneten 
Konzentrationsverhaitnis i-Pentylreste aus MethylvaleriansSure einfuhrt und po- 
lare Gruppen wie Bernsteinsaureamid sOwie basische Gruppen wie Amin oder 
Imidazol. 

15 Derartige Sorbentien yermogen in brauchbarer Weise nicht nur das Zielmolekttl 
Estradiol stark zu binden, sondern auch eine Reihe von synthetischen und natflrli- 
chen Stoffen, die im physiologischen Test und in vivo estrogenartige Wirkung 
entfalten. Hierzu gehQien beispielsweise Diethylstilbestrol sowie Genistein. 

20 D^s Sorbens wird dabei vorzugsweise als synthetischer polytnerer Rezeptor mit 
derartigen Wirkstoffen kalibriert, aber auch mit dazu strukturell verwandten, 
jedoch unwirksamen Substanzen, wie Tamoxifen, Testosteron oder Catechin. Der 
praktische Nutzen ist gegeben, wenn die am natflrlichen Rezeptor gut bindenden 
Stoffe auch am Sorbens starke Bindung zeigen, im Gegensatz zu Stoffen, die am 

25 Vorbild bereits schwach oder unspezifisch binden. Bei der Strukturoptimierung 
wird neben dem Verhaitnis der zur Bindung befdhigten Gruppen noch der Ver- 
netzungsgrad eingestellt, der die GroBe und raumliche Beschaffenheit der 
Bindungsstellen steuert. 

30 Derartige Sorbentien binden aus gelosten Substanzgemischen uberwiegend oder 
sogar ausschlieBlich solche Substanzen, die auch am biologischen Protein-Vorbild 



-13- 



stark gebunden werden. Somit konnen aus Stoffgemischen natttrlicher oder syn- 
thetischer Herkunft auf schnelle und einfache Weise potenzielle Wirkstoffe in 
reiner Form isoliert werden. 

Ein wichtiger Bestandteil der Erfindung ist die weitgehend freie Losungsmittel- 
wahl bei dem erfindungsgemaBen Verfahren bzw. Anwendung. Die Rangfolge 
und die Grofienordnungen der Bindungsenergie-Unterschiede zwischen den stark 
und den schwach bindenden Substanzen bleibt ttberraschenderweise weitgehend 
unverandert, wenn man zum wSssrigen Eluens groBere Mengen Alkohol zugibt 
und zusatzlich SSuren oder Puffer. Der Zusatz von Methanol lockert vorzugsweise 
die Bindung fur alle bei der Kalibrierung verwendeten Substanzen erheblich, ohne 
dass die Aufteilung in die Gruppen der stark und schwach bindende Stoffe beein- 
trachtigt wird. Die Folge ist eine erheblich frtihere Elution unter Chromato- 
graphiebedingungen. Somit lassen sich die interessierenden Substanzen in einer 
vertretbaren Zeit testen oder isolieren, da durch den Zusatz von organischen 
Losungsmitteln die Bindungskonstanten im VerhMltnis zu reinem Wasser oder 
physiologischem Puffer urn Zehnerpotenzen verringert werden. 

Der Begriff nicht-kovalente Bindung bedeutet, dass die zur Bindung befahigten 
Gruppeti vorzugsweise Uber Ionenpaare, tiber Wasserstoffbrtickenbindungen, ttber 
Dipol-Dipol-Wechselwirkungen, tiber Charge-Transfer-Wechselwirkungen, uber 
^-Wechselwirkungen, tiber Kation-7i>-Elektronen-Wechselwirkungen, tiber van 
der Waals-Wechselwirkungen und disperse Wechselwirkungen, tiber hydropobe 
(lipophile) Wechselwirkungen, uber Komplexbildung, vorzugsweise Komplexbil- 
dung von tJbergangsmetallkationen, sowie die Kombinationen dieser Wechsel- 
wirkungen einander zu binden vermogen. 

Unter dem Begriff komplementar wird verstanden, dass nur solche Gruppen mit- 
einander in Bindung treten k5nnen, die zueinander passen. Die die Bindung verur- 
sachende Wechselwirkung muss dabei energetisch gtinstig sein. Je ausgeprSgter 
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die nicht-kovalente Bindung besagter Gruppen miteinander ist, desto starker wird 
das Substrat an das mindestens eine Sorbens gebunden. Dabei ist es auch mSglich, 
dass zu einer Gruppe mehreie Gruppen komplementar sein konnen. Beispielswei- 
se konnen zur Hydroxyl-Gruppe die Caiboxyl-, die Amin- und die Amid-Gruppe 
5 komplementar sein. 

Der Begriff komplementSre Gruppen beinhaltet auch, dass derartige Gruppen 
durch Gruppen ersetzt werden konnen, die den komplementSren Gruppen struk- 
tuiell ahnlich oder mit diesen strukturell verwandt sind. Beispielsweise ist es 

10 m5glich, in einer nicht-kovalenten Bindung, die auf der rc-rc-Wechselwirkung 
beruht, einen Naphthyl-Rest durch einen Anthracen-Rest zu ersetzen, wodurch der 
Beitrag des Aromaten zur BindungsstSrke der nicht-kovalenten Bindung weiter 
moduliert bzw. gesteigert werden kann. In dazu analoger Weise ist es mSglich, 
den Beitrag eines Indol-Restes in einer dispersiven nicht-kovalenten Bindung 

15 dutch Ersatz durch einen Acridin-Rest weiter zu erhohen. 

Die Starke der Wechselwirkiing zwischen komplementSren Gruppen, die z. B. als 
Bindungskonstante gemessen und ausgedrUckt werden kann, ergibt sich aus den 
Beitragen der einzelnen zur Bindung befahigten Gruppen. Diese Einzelbeitrage 

20 zur Bindungskonstanten hangen nicht nur von der Art der nicht-kovalenten Wech- 
selwirkung ab, sondern von den Abstanden und der Orientierung (Winkel) der 
miteinander in Wechselwirkung tretenden Gruppen sowie von der Zusammen- 
setzung des Losungsmittels. Die einzelnen Wechselwirkungsarten unterscheiden 
sich energetisch eAeblich, wobei die Bindung und somit die Gibbs-Energie in 

25 unterschiedlichem MaBe mit dem Abstand zwischen diesen Gruppen abnimmt. 

Zueinander komplementare Gruppen zeichnen sich auch dadurch aus, dass die 
Beitrage der Gibbs-Energien der einzelnen Gruppen fur die nicht-kovalente 
Bindung in einer Anderung der Gibbs-Energie AG resultiert, die einen negativen 
30 Wert annimmt. 
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Beispiele fiir typische Werte fur besagte Wechselwirkungs-Gibbs Energie AG (kJ/ 
mol), die abhSngig vom Losungsmittel ist, sind 

- fiir die ionische Wechselwirkung -4 bis -6, wobei die Starke bzw. Reichweite 
dieser Wechselwirkung reziprok zum Abstand abnimmt. Ein Beispiel fur erne 
derartige Wechselwirkung ist die Wechselwirkung zwischen einer Carbon- 
saure und einem quartarem aminischen Stickstoff in Wasser; 

- fiir die Ion-Quadrupolwechselwirkung -1, wobei die Starke bzw. Reichweite 
zur dritten Potenz des Abstandes abnimmt. Ein Beispiel ist die Wechsel- 
wirkung zwischen quartarem Stickstoff in Ammoniumverbindungen und einer 
Aren-Gruppe in Wasser; 

- fur die dispersive Wechselwirkung (induzierte Dipole) -1,75, wobei die 
Reichweite bzw. Starke mit der 6. Potenz des Abstandes abnimmt. Ein Bei- 
spiel ist die Wechselwirkung zwischen zwei Aren-Gruppen in Chloroform; 

- fiir Wasserstoffbriicken -4 bis -6. Ein Beispiel ist die Wechselwirkung zwis- 
chen zwei Amid-Gruppen in Chloroform. In Tetrachlorkohlenstoff betragt die 
Wechselwirkungsenergie zwischen solchen Gruppen etwa -10; 

- fiir den hydrophober Effekt -2,3, wie er sich zwischen Alkan und Methylen- 
Rest in Wasser ergibt. 

Werden erfindungsgemaB Hydantoine bivalent an Ammoniumgruppen in Chloro- 
form gebunden, so werden AG-Werte von bis zu -22 kJ/mol gemessen. Im Falle 
der monovalenten Bindung eines Succinimidderivates hingegen betragen die AG- 
Werte durchschnittlich lediglich -9 kJ/mol. Diese Daten lassen auf Wasserstoff- 
briickenbindungen schliefien und auf eine entropische Verstarkung vor allem der 
bivalenten Wechselwirkung. 
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Fiir jede Art nicht-kovalenter Wechselwirkungen und fiir jedes Paar von erstem 
und zweitem Substrat (Rezeptor-Ligand) konnen sich in einem gegebenen 
Losungsnrittelsystem die abstandsabhangigen Gibbs-Energien in unterschiedlicher 
Weise aus einem Enthalpie- und einem Entropiebeitrag zusammensetzen. 

5 

Erfindungsgemafi werden diese Einzelbeitrage bestimmt durch die Priifung der 
BindungsstMrke eines ersten Substrats, das eine, zwei, drei, ...n zur Bindung be- 
fdhigte Gruppen enthait, mit z. B. einer Menge von zweiten Substraten, deren zur 
Bindung befahigte Gruppen so gewShlt sind, dass Aussagen bezttglich einer bes- 

10 timmten Art von Wechselwirkung mSglich werden. So konnen erste Substrate 
verwendet werden, die vorzugsweise Amino-, Acetyl-, Benzyl-, Nitrophenyl- und 
Isopentylreste enthalten, sowie Zweier- und Dreierkombinationen hiervon. Die 
zweiten Substrate bestehen dann aus Derivaten von vorzugsweise Alanin, Aspara- 
ginsaure und Glutaminsaure. Die N-terminalen Schutzgruppen dieser Derivate 

15 sind vorzugsweise entweder aliphatisch oder aromatisch. 

Die Bindungsenergien konnen vorzugsweise als k'-Wert aus isokratischen HPLC- 
Versuehen ermittelt werden, Wenn die Konzentration der zur Bindung befShigten 
Gruppen am ersten Substrat bekannt ist und das Phasenvolumenverhaltnis zwis- 

20 chen der immobilisierten (stationMren) Phase und der mobilen Phase, lasst sich aus 
dem k'-Wert die Bindungskonstante Ka bestimmen und aus dieser wiederum die 
Anderung der Gibbs-Energie AG. Die Enthalpieanderung AH und die Entro- 
pieSnderung AS k6nnen z. B. mikrocalorimetrisch bestimmt werden oder durch 
temperaturabhangige Messung der Gleichgewichtskonstanten, die auch als van't 

25 Hoff-Plot bezeichnet wird. AnschlieBend ist durch Vergleich der jeweiligen 
Wechselwirkungsenergien zwischen ausgewahlten Rezeptorvarianten und Ligan- 
den nachprttfbar, inwieweit sich Wechselwirkungsbeitrage addieren, verstarken 
oder abschwachen. SelbstverstSndlich sind die Methoden fiir die Bindungsbes- 
timmung nicht auf die oben genannten beschrankt AuBerdem lassen sich alle 

30 gangigen Bestimmungsmethoden verwenden wie kompetitive Assays, Surface 
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Plasmon Resonanz oder NMR-Titration. Die Bestimmung der Wechselwirkung- 
senergien kann in Form von miniaturisierten Assays und in paralleler Bestimmung 
erfolgen. 

Unter sterisch gttnstigen Bedingungen addieren sich die Anteile der Gibbs- 
Energie flir die zur Bindung befahigten Gruppen. Daraus folgt, dass sich die An- 
teile an der Bindungskonstanten multiplizieren. Dariiber hdnaus sind kooperative 
Effekte mOglich, die zur weiteren Bindungsverstarkung beitragen. Auch unter 
sterisch weniger gttnstigen Bedingungen kann man meistens eine bivalente 
Bindungsverstarkung eneichen. Dies ist flir die praktische Anwendung vofi 
groBem Nutzen, da sich die Bindungsverstarkung bei geeigneter Wahl der zur 
Bindung befahigten Reste nahezu vollstandig in einer verbesserten Trennselek- 
tivMt gegentiber den abzutreimenden Substanzen auswirkt. 

Unter dem Begriff nicht-komolementar wird verstanden, dass Gruppen zwar mit- 
einander in Bindung treten kSnnen, diese Gruppen jedoch schwSchere Beitrage 
zur nicht-kovalenten Bindung liefem als es komplementare Gruppen tun. Die 
Bindungsstarke zwischen nicht-komplementaren Gruppen ist demzufolge schwa- 
cher ausgepragt als die Bindung zwischen komplementaren Gruppen. Zueinander 
nicht-komplementare Gruppen fuhren im Sinne der Erfindung zu einer Lockerung 
der zwischen diesen Gruppen gebildeten nicht-kovalenten Bindxmg oder zu einer 
Schwachung der betreffenden gesamten Bindungsstelle, oder sie sind nicht- 
bindend. Sie zeichnen sich vorzugsweise dadurch aus, dass die Beitrage der 
Gibbs-Energien.der einzelnen Gruppen flir die nicht-kovalente Bindung in einer 
Anderung der Gibbs-Energie AG tesultiert, die null ist oder einen positiven Wert 
annimmt. 

Unter Ermittlung wird eine gezielte Auswahl verstanden, beispielsweise eine ge- 
zielte Auswahl von zur Bindung befdhigten Gruppen. 
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Das nach dem neuen Verfahren hergestellte mindestens eine Sorbens kann fur die 
Erkennung von Sorbens-Substrat-Wechselwirkungen verwendet werden. Als 
Methode fur die Erkennung eignet sich insbesondere das neue Verfahren zur se- 
lektiven Bindung besagten Substrats an das mindestens eine besagte Sorbens. Als 
MaB fur die Erkennung kann die Bindungsstarke herangezogen werden. Kommt 
es zu einer ausreichend starken Bindung zwischen Sorbens und Substrat, erhalt 
man eine Aussage, welche Gruppen des Substrats und welche Gruppen des Sor- 
bens einander zu binden vermSgen. 

Sind die Gruppen des Substrats unbekannt, so kann im Bindungsfall darauf ge- 
schlossen werden, welche zur Bindung befdhigte Gruppen im Substrat an der fiin- 
dungsstelle vorliegen konnen. 

Es ist aber auch moglich, molekulare Bereiche eines ersten Substrats unbekannter 
Struktur in geeignete Bausteine, z.B. Epitope, zu zerlegen und diese Struktur oder 
eine dazu komplementare Struktur durch geeignete Anordnungen der Bausteine 
auf dem Sorbens nachzustellen. 

Die Zerlegung kann dabei sowohl nach chemischen, physikalischen oder che- 
nrisch-physikalischen Methoden erfolgen, wie beispielsweise durch chemische 
Abbaureaktionen oder durch Ultraschall, aber auch durch virtuelle Experimente. 
Ftir diese virtuellen Experimente konnen auch Computer-gestutzte Methoden her- 
angezogen werden, mit deren Hilfe Informationen iiber die in den Bausteinen der 
Substrate vorliegenden Bindungsmoglichkeiten erhalten werden konnen. 

Diese Zerlegung geht davon aus, dass die Menge aller wechselwirkungsfahigen 
Bausteine und die Anzahl von zur Bindung befdhigten Gruppen endlich und be- 
grenzt ist sowie flir eine konkrete Problemstellung dariiber hinaus zweckentspre- 
chend abgrenzbar ist. Aus jeder willkurlich wShlbaren Teilmenge solcher Grup- 
pen kann man beliebige Klassen von Kombinationen mit jeweils m Elementen (m 
= 2, 3, 4,..,) herstellen. Ein Beispiel wSre die Klasse 3 mit alien magUchen Kom- 
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binationen von jeweils drei zur Bindung befahigten Gruppen aus einer Auswahl n 
= 5 mit beispielsweise Phenyl-, Alkyl-, Amino-, Carboxyl- und Amid-Gruppen. 

In dieser Weise kann man jedes Protein in 20 Bausteine, namlich die 
5 Aminosauren, zerlegen, von denen wiederum n = 6 bis n = 9 zur Bindung be- 
fahigte Gruppen in erster NSherung relevant sind fur die nicht-kovalente Wech- 
selwirkung mit einem zweiten Substrat Diese Reduktion kommt dadurch zus- 
tande, dass dieselbe oder eine gleichwertige zur Bindung befahigte Gruppe in me- 
hreren AminosSuren enthalten ist, wie z. B. die Hydroxyl-, Carboxyl- und Amid- 
10 Gruppe, und auch eine basische Funktion, wenn es auf graduelle Abstufungen 
zwischen Lysin, Arginin, Tryptophan oder Histidin nicht ankommt. 

In vergleichbarer Weise kann man die 8 isomeren Ketohexosen oder die 16 
stereoisomeren Alddhexosen und die daraus abgeleiteten Pyranoside und Furano- 
15 side als Bausteine einsetzen, die Oligosaccharide reprasentieren. 

In diesem Sinne besteht jedes beliebige unbekannte Substrat aus einer abzahlbaren 
Anzahl von Bausteinen, die wiederum jeweils eine definierte Anzahl zur Bindung 
befahigter Gruppen enthalten. Die Bausteine und die zur Bindung befahigten 
20 Gruppen entstammen dem chemischen Wissen und sind nach Art und Eigen- 
schaften in der Kegel bekannt Dies gilt vor allem dann, wenn sie der organischen 
Chemie oder Komplexchemie zuzuordnen sind. 

Da man zu jeder Kombination der bekannten Bausteine und zur Bindung be- 
25 fdhigten Gruppen im Vorhinein Bibliotheken beliebigen Umfangs von dazu kom- 
plementaren und identischen Sorbentien herstellen kaim, kann grundsatzlich jeder 
Baustein aus einem molekularen Bereich oder aus einer Bindungsstelle eines er- 
sten Substrats unbekannter Struktur in einer solchen Sorbensbibliothek enthalten 
sein bzw. einbezogen werden. Gleiches gilt flir die Kombinationen der zur 
30 Bindung befahigten Gruppen. 
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Bei der erfindungsgemaBen Vorgehensweise konnen auch mehrere Sorbentien, 
also eine Kollektion von Sorbentien, erhalten werden. Man kann nun ein bekann- 
tes oder unbekanntes zweites Substrat, das verschieden vom ersten Substrat ist, 
und dessen zur Bindung befahigten Gruppen bekannt sind, in Kontakt mit dieser 
Kollektion von Sorbentien bringen und die Bindungsstarken bestimmen. Hier- 
durch erhalt man eine Aussage, wie die Bausteine an der Bindungsstelle des 
zweiten Substrats angeordnet sind, und wie die Raumstruktur der Bindungsstelle 
beschaffen ist. Somit kann das neue Verfahren auch zur StrukturaufklSrung ver- 
wendet werden. 

Weiterhin ist das neue Verfahren zur selektiven Bindung besagten Substrats auch 
ftir die Wirkstoffentwicklung, vorzugsweise flir die Entwicklung von Arzneimit- 
teln, auBerdrdentlich wertvoll. Bekanntlich beruht die Wirkungsweise eines Arz- 
neimittels darauf , dass es unter physiologischen Bedingungen an einen nattirlichen 
Rezeptor, der beispielsweise ein Hormon oder ein Enzym sein kann, gebunden 
wird. Man kann nun die Bindungsstelle des nattirlichen Rezeptors in vorstehend 
beschriebener Weise zerlegen und eine Kollektion von Sorbentien erstellen. Jedes 
Sorbens aus der Kollektion dieser Sorbentien enthait dann definierte Bausteine 
(Teile) dieser Bindungsstellen. Vorzugsweise wird dabei auch die raumliche An- 
ordnung der Bausteine, weiter bevorzugt die raumliche Anordnung der Bausteine 
der gesamten Bindungsstelle, nachgestellt. Wenn man nun die Starke der Bindung 
eines beliebigen Substrates, beispielsweise eines Arzneimittels, gegen jedes dieser 
synthetischen Rezeptorteile ermittelt, von denen nun jedes ein anderes Strukturteil 
des nattirlichen Rezeptors darstellt, erhalt man aus den Bindungsdaten eine Infor- 
mation, ob dieses Substrat (iberhaupt mit dem nattirlichen Rezeptor gut in Wech- 
selwirkung treten kann, und wenn ja, mit welchen der raumlich angeordneten Re- 
zeptorgruppen. Durch entsprechende chemische Modifizierung kann daim das 
Substrat, also das zu entwickelnde Arzneimittel, solange optimiert werden, bis die 
maximale Bindung an den Rezeptor gegeben ist. 
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Das Verfahren eignet sich vorzugsweise dazu, bisher unbekannte oder nur wegen 
einer bestimtnten Funktion postulierte Biopolymere, vorzugsweise Proteine oder 
Glykoproteine, zu isolieren, und bezuglich ihrer Eigenschaften zu validieren. 

5 In vergleichbarer Weise ist es denkbar, zu Peptiden aus Phagen-Displays, zu Oli- 
gonukleotiden oder zu anderen Matritzen eine komplementSre Sorbensstruktur zu 
synthetisieien, die flir die Isolierung von Wkkstoffmolekulen direkt aus Gemi- 
schen eingesetzt werden kann. 

10 Durch Darstellung der fife Wirkstoffe typischen Strukturteile auf der Sorbensober- 
flSche ist es umgekehrt denkbar, aus Substratgemischen das jeweilig zugehiirige 
Substrat zu binden und zu charakterisieren. Beispielsweise ist ein derartiges Sub- 
strat ein Rezeptor. 

15 In Stufe (i) erfolgt die Auswahl von mindestens zwei unterschiedlichen Gruppen, 
die zur Bindung eines ersten synthetischen oder naturlichen Substrats an ein Sor- 
bens befdhigt sind, durch Ermittlung besagter Gruppen aus einem synthetischen 
ersten oder naturlichen ersten Substrat Die Ermittlung von mindestens zwei un- 
terschiedlichen Gruppen, die zur Bindung eines ersten synthetischen oder naturli- 

20 chen Substrats an ein Sorbens befahigt sind, kann in jeder erdenklichen Weise 
erfolgen, d. h. es konnen beliebige Gruppen durch beliebige Methoden ausgewSMt 
werden, sofem diese zur Bindung befahigt sind. Die Auswahl erfolgt in einer be- 
vorzugten Ausfuhrungsform entsprechend der mit dem Substrat zu erwartenden 
nicht-kovalenten Wechselwirkungen. 

25 

In dieser Ausfuhrungsform der Erfindung umfasst die Ermittlung nach Stufe (i) 
vorzugsweise das Zerlegen eines synthetischen oder naturlichen ersten Substrats 
in mindestens zwei Bausteine mit mindestens zwei zur Bindung mit einem Sor- 
bens befahigten Gruppen, 



30 
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Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung sieht vor, dass das mindestens eine 
erste Substrat gleich dem mindestens einen zweiten Substrat ist, und die jeweils 
mindestens zwei unterschiedlichen zur Bindung mit dem zweiten Substrat befa- 
higten Gruppen unter solchen ausgewShlt werden, die komplementar zu den in 
Stufe (i) ermittelten Gruppen sind. 

Eine weitere Ausftthrungsform der Erfindung ist dadurch gekennzeichnet, dass 
das mindestens eine erste Substrat verschieden vom mindestens einen zweiten 
Substrat ist, und die jeweils mindestens zwei unterschiedlichen zur Bindung mit 
dem zweiten Substrat befahigten Gruppen unter solchen ausgewahlt werden, die 
komplementar zu den in Stufe (i) ausgewahlten Gruppen sind. 

Eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung ist auch dadurch gekennzeichnet, 
dass die mindestens zwei zur Bindung mit dem mindestens einen zweiten Substrat 
befahigten Gruppen ausgewahlt werden unter den gemaB Stufe (i) ermittelten 
Gruppen, d. h. die zur Bindung befahigten Gruppen des zweiten Substrats sind 
komplementar zu den entsprechenden Gruppen des ersten Substrats. 

Tm Rahmen der Erfindung ist es in einer Ausfuhrungfonn moglich, in Stufe (i) das 
synthetische oder natiirliche Substrat lediglich in zwei Bausteine mit jeweils einer 
zur Bindung befahigten Gruppe zu zerlegen, wobei in Stufe (ii) lediglich ein Sor- 
bens erhalten wird. 

Es ist aber auch mSglich, das synthetische oder natiirliche Substrat in drei Bau- 
steine zu zerlegen, deren paarweise Kombination in Stufe (ii) zu drei Sorbentien 
fuhrt. 

Bei Zerlegung in vier Bausteine werden durch paarweise Kombination in Stufe 
(ii) sechs Sorbentien erhalten. 
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Es ist aber auch moglich, dass beim VorUegen von drei unterschiedlichen Bau- 
steinen neben der paarweisen Kombination in Stufe (ii) diese drei Bausteine zu- 
sammen als Triplett auf ein Sorbens aufgebracht werden konnen. Neben den vor- 
stehend erwShnten drei Sorbentien erhait man dann noch ein viertes Sorbens. 

5 

Analog dazu ist es auch mftglich, dass beim Vorliegen von vier unterschiedlichen 
Bausteinen neben der paarweisen Kombination in Stufe (ii), die zu sechs Sorben- 
tien fQhrt, zusatzlich vier Sorbentien erhalten werden konnen, die jeweils drei un- 
terschiedliche Bausteine enthalten, und ein weiteres Sorbens, das alle vier Bau- 
10 steine als Quartett enthalt. 

Demzufolge ist die Erfindung auch dadurch gekennzeichnet, dass die amittlung 
mindestens zweier zur Bindung mit einem Sorbens befahigten Gruppen aus einem 
synthetischen oder naturlichen ersten Substrat in Stufe (i) zu zwei Bausteinen mit 

15 jeweils mindestens einer zur Bindung mit dem Sorbens befahigten Gruppe fQhrt 
und in Stufe (ii) ein Sorbens erhalten wird; oder die Ennittlung mindestens zweier 
zur Bindung mit einem Sorbens befahigten Gruppen aus einem synthetischen oder 
natlirlichen ersten Substrat in Stufe (i) zu drei Bausteinen mit jeweils mindestens 
einer zur Bindung mit dem Sorbens befahigten Gruppe fQhrt und in Stufe (ii) 

20 mindestens drei Sorbentien erhalten werden; oder die Ermitdung mindestens 
zweier zur Bindung mit einem Sorbens befahigten Gruppen aus einem syntheti- 
schen oder nattirlichen ersten Substrat in Stufe (i) zu vier Bausteinen mit jeweils 
mindestens einer zur Bindung mit dem Sorbens befahigten Gruppe flihrt und in 
Stufe (ii) mindestens sechs Sorbentien erhalten werden. 

25 

In ahnlicher Weise ist es auch denkbar, aus einer grfiBeren Anzahl von i 
Bausteinen n Bausteine auszuwahlen und daraus Multipletts aus jeweils m zur 
Bindung befahigter Gruppen zu kombinieren. Beispielsweise kann man aus der 
Menge der nattirliche Aminosauren die Bausteine Phenylalanin, Tyrosin, Isoleu- 
30 cin, Asparaginsaure, Asparagin, Serin, Lysin, Tryptophan und Efistidin (n = 9) 
auswahlen, womit die wichtigsten Arten von nicht-kovalenter Wechselwirkung 
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abgedeckt werden konnen. Die Kombination von jeweils m = 4 unterschiedlicher, 
zur Bindung befahigter Grappen aus dieser Auswahl liefert 126 unterschiedliche 
Varianten von Sorbentien, die auch in kombinatorischer Weise oder als Assay zu 
Bindungszwecken und Bindungsstudien eingesetzt werden kOnnen. 

Jeder dieser m nicht-kovalenten Wechselwirkungsbeitrage liefert flir jedes ein- 
zelne Sorbens einen charakteristischen Wert zur Gesamtwechselwirkung mit einer 
zu bindenden Substanz. Diese Einzelbeitrage jeder zur Bindung befahigten 
Gruppe (m = 1) kfinnen losungsmittelabhMngig innerhalb eines flir die An- 
wendung zu vernachlSssigenden Schwankungsbereiches flir eine beliebige zu bin- 
dende Substanz experimental! ermittelt werden. Ebenso kann man die Messdaten 
fur die Dublettwechselwirkungen mit m = 2, flir die Triplettwechselwirkungen mit 
m = 3, usw., erhalten. 

HBerdurch wird ein umfassender Satz von Energieinkrementen flir die ufcter- 
schiedlichen Formen und Kombinationen von nicht-kovalenten Wechselwirkun- 
gen erhalten, der dann Vorhersagen flir die Bindungsstarke zwischen zwei belie- 
bigen Substraten oder Bausteinen ermSglicht. Dabei wird auch die Tatsache 
genlitzt, dass die unterschiedlichen nicht-kovalenten Wechselwirkungen vom 
Losungsmittel und vom pH-Wert abhSngen. So wirken sich Wasserstoffbrlicken- 
wtehselwirkungeft in aprotisch uhpolaren organischen Losungsmitteln stark aus, 
aber in polar protischen oder Wasser kaum. Carboxylgruppen ergeben mit basis- 
chen Resten in organischen Losungsmitteln starke Salzbrticken, in Wasser wird 
hingegen in der Regel eine vergleichsweise geringere entropiegetriebene Wech- 
selwirkung festgestellt 

Diese ZusammenhSnge sind anhand der Bindung von Aminosaurederivaten an 
unterschiedliche Sorbentien beispielhaft dargestellt. Dabei kann man wie bereits 
dargelegt bei bekannter Konzentration der am Sorbens angebrachten Bausteine 
oder zur Bindung befShigten Gxuppen aus dem k'-Wert der chromatographischen 
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Messung auf die Bindungskonstante Ka schliefien. Damit ist ein schnelles und 
parallelisierbares Verfahren verfQgbar, urn Bindungskonstanten von miteinander 
urn die Bindungsstelle konkurrierenden Substraten zu erhalten, auch wenn diese 
in einem komplexen Gemisch vorliegen. 

5 

Aus den fUr die Kombinationen multivalenter Wechselwirkungen erhaitlichen 
Werten der Bindungskonstanten und Bindungsenergien ist es in der beschriebenen 
Weise moglich, auf die Art und die Anzahl der zur Bindung befahigten Gruppen 
eineir stnlkturell nicht bekannten zu bindenden Substanz zu schliefien bzw. das 
10 Fehlen anderer Gruppen zu postulieren. So lassen sich z. B. Aussagen machen 
tiber die Anzahl von Carboxylgruppen, basischen Gruppen oder aliphatischen 
oder aromatischen Resten in einem gebundenen AminosSurederivat oder Peptide 

In ahnlicher Weise kann man Aussagen machen tiber das strukturabhangige 
15 voiraussichtliche oder mSgliche Bindungsverhalten zwischen zwei Substraten mit 
unbekarinter Struktur, sobald ihre zur Bindung befahigten Gruppen bekannt sind. 
Dies kann auf Peptide oder Proteinfragmente zutreffen, wenn man lediglich die 
Aminos3urezusammensetzung kennt. 

20 Es ist auch denkbar, das Bindungsverhalten zwischen zwei Substraten un- 
bekantiter Sttuktur vorherzusagen oder zu beschreiben, wenn sie im gewahlten 
Losungsmittelsystem eine stabile Raumstruktur einnehmen. Zwei Proteine oder 
Glykoproteine mit definierter Tertiarstruktur, die miteinander an mindestens einer 
Bindungsstelle in Wechselwirkung treten k6nnen, werden mit den jeweils zuei- 

25 nander komplementSren Vertretem einer Bibliothek von Sorbentien Wechsel- 
wirkungen ahnlicher Starke oder Rangfolge eingehen. 

Ein weiterer wichtiger Anwendungsfall beschreibt die Herstellung von Sorben- 
tien, die einen vollstSndigen Satz aller Kombinationen aus zur Bindung befahigten 
30 Gruppen reprasentieren, die zu einer Bindungsstelle an einem Protein oder 
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Glykoprotein komplementar sind Diese Bibliothek von Sorbentien wird dann 
getestet mit einem vollstSndigen Satz von Liganden, der z. B. alle Zweier-, 
Dreier- und Viererkombinationen genau der zur Bindung befahigten Gruppen an 
der Proteinbindungsstelle repriisentiert. An den Sorbentien mit der jeweils stark- 
5 sten Bindung befinden sich dann diejenigen zur Bindung befahigten Gruppen, die 
in einem zu entwickelnden Wirkstoff vorzugsweise enthalten sein sollten. 
SelbstverstSndlich lassen sich an diesen Sorbentien auch die Proteine binden, die 
als Muster fur die komplementaren Gruppen gedient haben. 

10 Auf analoge Weise kann man aus dem Bindungsmuster eines Uber Phagenassay 
erhaltenen cyclischen Peptids Schltisse auf die Bindungsstelle im zugeh5rigen 
Proteintarget Ziehen. Daruber hinaus ist es denkbar, durch komplementSre Ab- 
bildung eines solchen Peptids eine sorbensgestutzte Matritze zur Entdeckung von 
neuen Wirkstoffen mit geeigneter, nSmlichen diesem Peptid entsprechender Kon- 

15 figuration und Konformation zu erzeugen. 

Somit lSsst sich das Verfahren auch zur Bindung, Charakterisierung und 
Validierung von unbekannten Protein-Targets und von Bindungsstellen fiir nicht- 
kompetitive oder modulatorisch wirkende Wirkstoffe einsetzen. AuBerdem ist es 
20 moglich, flexible und instabile Wirkstoffe wie Peptide in rigide Strukturen mit 
befriedigender DarreichungsmSglichkeit umzusetzen. 

In alien genannten Fallen wird die Strukturprognose dadurch ermSglicht, dass die 
Substrate mit einer geeigneten Auswahl an Sorbentien in Kontakt gebracht wer- 
25 den unter Messung der Bindungsdaten. Dabei sind fehlende oder schwache Wech- 
selwirkungen fiir die Ableitung einer komplementaren Substratstruktur genauso 
wichtig wie eine starke Bindung. Wenn ein Substrat beispielsweise eine Ami- 
nogruppe enthalt, wird die Bindung zum carboxylgruppenhaltigen Sorbens urn 
einen charakteristischen Betrag groBer ausfallen als die Bindung des gleichen 
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Substrats zu einem Sorbens, das Hydroxylgruppen oder selbst Aminograppen 
tragt 

Ein wesentlicher praktischer Wert dieser Vorgehensweise liegt im Ausschluss der 
Mehrzahl von denkbaren MGglichkeiten der Bindung, wobei zumindest eine Bin- 
grenzung des Aufwandes auf eine weiter untersuchbare Anzahl von wahrscheinli- 
chen Bindungskombinationen erfolgt. Das gleiche Prinzip wird beim Screening 
benutzt, bei der Priifung eines Substanzgemisches auf darin enthaltene Substanzen 
mit vorgegebenen Straktunnerkmalen. Der groBe praktische Nutzen ist dabei der 
ohne zusatzlichen Aufwand erreichte Ausschluss der groBen Mehrzahl an nicht 
brauchbaren Substanzen. 

Vorzugsweise erfolgt die Zertegung in Bausteine so, dass Bausteine erhalten wer- 
den, die in der Bindungsstelle des nattirlichen oder synthetischen Substrats un- 
mittelbar raumlich benachbart sind. Die raumliche Anordnung der Bindungsstelle 
kann dann bei Zerlegung in zwei Bausteine durch eine lineare Anordnung dieser 
Bausteine, bei drei Bausteinen durch ein Dreieck und bei vier Bausteinen durch 
einen (verzerrten) Tetraeder charakterisiert werden. 

Ist besagte Bindungsstelle so gestaltet, dass in ihr vorzugsweise drei oder vier 
Bausteine mit mindestens jeweils einer zur Bindung befahigten Gruppe vorliegen, 
werden an besagter Bindungsstelle stereoisomere Substrate, wie sie etwa in race- 
mischen Gemischen vorliegen, im Allgemeinen unterschiedlich stark gebunden. 

Demzufolge kSimen auch stereoisomere Substrate nach dem erfindungsgemSBen 
Verfahren mit Hilfe des erfindungsgemaBen mindestens einen Sorbens unter- 
schiedlich stark gebunden werden. Diese Eigenschaft kann fiir die Wirkstoffent- 
wicklung herangezogen werden, da bekanntlich stereoisomere Verbindungen un- 
terschiedliche physiologische Wirkungen besitzen konnen. 
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Das neue Verfahren stellt somit eine wertvolle Methode zur selektiven Abtren- 
nung einer oder mehrerer stereoisomerer Verbindungen aus einem Gemisch von 
steteoisomeren Verbindungen dar. Beispielsweise kann es zur Racematspaltung 
verwendet werden. 

Als weitere stereoisomere Verbindungen, die selektiv gebunden werden konnen, 
konnen Diastereomere, Konformere, geometrische Isomere, wie cis- und trans- 
Isomere, Epimere, sowie Anomere, wie a- und p-glykosidische Zucker, genannt 
werden. 

Aber nicht nur stereoisomere Verbindungen konnen mit Hilfe des neuen Verfah- 
rens selektiv gebunden werden, sondern auch Konstitutionsisomere, d. h. Verbin- 
dungen, die die gleiche elementare Zusammensetzung besitzen, in denen aber die 
Elemente relativ zueinander unterschiedlich angeordnet sind. 

Denkbar ist beispielsweise die Trennung annellierter Aromaten, die bei sonst glei- 
cher Summenfdrmel sich durch die Art der Verknupfung der Kohlenstoff-Ringe 
unterscheiden. 

Beim Aufbringen von jeweils mindestens zwei unterschiedlichen zur Bindung 
befShigten Gruppen auf jeweils einen Trager der Stufe (ii) nach den Verfahren, 
wie sie nachfolgend beschrieben werden, lasst es sich im Allgemeinen nicht ver- 
meiden, dass in dem mindestens einen gebildeten Sorbens nicht nur bindende Be- 
ieiche entstehen, in denen die gewunschten mindestens zwei unterschiedlichen zur 
Bindung befahigten Gruppen in statistischer Verteilung nebeneinander vorliegen, 
sondem dass auch Bereiche entstehen, in denen im Wesenthchen nur gleiche 
Gruppen vorliegen, oder Bereiche, in denen diese Gruppen angereichert sind. Sol- 
che Bereiche stiiren jedoch bei der selektiven Abtrennung besagten Substrates 
nicht, da ein solcher Bereich im Substrat im Allgemeinen schwacher bindet als ein 
Bereich, der die mindestens zwei unterschiedlichen Gruppen enthalt. Zumeist 
stoBt ein derartiger Bereich, der im Wesentlichen nur eine zur Bindung befahigte 
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Art von Grappen enthalt, besagtes Substrat sogar ab. Insbesondere wirkt dieser 
Bereich dann abstofiend, wenn sich nicht-komplementSre Grappen gegenttberste- 
hen. 

5 Generell werden gegeniiberliegende nicht-komplementSre Grappen am ersten und 
zweiten Substrat die Bindung insgesamt schwSchen. Diese Wirkung tritt bereits 
bei bivalenten Bindungen ein. Wenn als zur Bindung bef&iigte Grappen beispiel- 
sweise der Carboxyl-Rest einerseits und der Amin-Rest andererseits sowie 
Phenyl-Rest einerseits und FluOrenyl-Rest andererseits ausgewShlt wurden, dann 

10 ist jede raumliche Anordnung energetisch relativ ungunstiger, bei der mindestens 
einer der polaren Reste einem unpolaren gegentibersteht. Wegen der beweglichen 
Anordnung der Polymerketten wird sich das am Sorbens zu bindende zweite Sub- 
strat spontan in der Weise anlagern, dass die maximal mSgliche Gibbs-Energie 
gewonnen wird. 

15 

Diesen Sachverhalt kann man allgemein auch so ausdrucken, dass einem Paar an 
zur Bindung befahigten Grappen im Sorbens ein Paar komplementSre Grappen 
gegeniiberstehen muss. Eine Bindung zwischen einem Sorbens und einem Ligan- 
den erreicht ihre maximale Starke, wenn sich alle beteiligten Grappen jeweils 
20 paarweise bzw. multiplettweise komplementSr anordnen konnen. 

Bereits bei der bivalenten Paarung zweier Substrate wird die RichtungsabhSngig- 
keit deutlich. Diese sterische Lenkung verstSrkt sich erheblich beim tJbergang zu 
trivalenten und tetravalenten Wechselwirkungen. Fiir eine hohe Ausbeute an en- 
25 ergetisch optimalen Bindungspiatzen braucht man Polymerderivate mit besonders 
hoher konformativer Beweglichkeit. Dabei sind Copolymere denkbar, bei denen 
zwischen den gebundenen zur Wechselwirkung befShigten Grappen Teilbereiche 
mit hoher konformativer Beweglichkeit eingebaut sind, z. B. Alkylketten. 

30 Das molare Verhaitnis bzw. das lokale Konzentrationsverhainis der mindestens 
zwei unterschiedlichen zur Bindung befahigten Grappen, die auf das mindestens 
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eine Sorbens aufgebracht werden, ist flir die selektive Bindung eihes Substrats 
auBerordentlich wichtig. Vorzugsweise muss jede Gruppe am zu bindenden Sub- 
strat auch am Sorbens eine zur Bindung geeignete Gruppe vorfinden. 

Vorzugsweise werden daher auf das Sorbens die mindestens zwei unterschiedli- 
chen zur Bindung befahigten Gruppen in einem molaren Verhaltnis aufgebracht, 
wie es den strukturellen Anforderungen des zu bindenden Substrats optimal ent- 
spricht 

Vorzugsweise werden auf das Sorbens die mindestens zwei unterschiedlichen zur 
Bindung befahigten Gruppen, die vorzugsweise gleich oder komplement&r zu den 
Gruppen des ersten oder zweiten Substrats sind, in einem molaren Verhaltnis auf- 
gebracht, wie es auch im zu bindenden Substrat bzw. im nachgebildeten ersten 
Substrat vorliegt. Die dazu vorzugsweise verwendeten praparativen Methoden 
werden weiter imten beschrieben. 

Die synthetischen oder natiirlichen Substrate der Stufe (i) kSnnen niedennolekular 
sein, vorzugsweise mit einem Molekulargewicht unter 1000 Da. Es kann sich da- 
bei aber auch um Oligomere oder Polymere, vorzugsweise Biopolymere, handeln. 

Vorzugsweise ist ein Substrat niedennolekular und das andere Substrat ein Bio- 
polymeres. 

Das zur Bindung von vorzugsweise biologischen Substraten geeignete mindestens 
eine Sorbens weist vorzugsweise zur Bindung befahigte Gruppen auf, die auch fiir 
die Bindung der in der Natur vorkommenden Strukturen oder flir die Bindung 
maBgebender Teile derartiger Strukturen verantwortlich sind, und die mit dem 
vorzugsweise biologischen Substrat in Wechselwirkung txeten kSnnen. Die Grup- 
pen werden im Folgenden auch als Rezeptoren oder Rezeptorgruppen bezeichnet 
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Die mindestens zwei zur Bindung befahigten Gruppen sind vorzugsweise Be- 
standteile von Bausteinen oder Teile oder Fragmente von Substraten mit funktio- 
nellen Gruppen. Dabei sind hier insbesondere Enzym-, Aminosaure-, Peptid-, 
Zucker-, Aminozucker-, Zuckersauren- sowie Oligosaccharid-Gruppen bzw. De- 

5 rivate davon, sowie Nukleoside und Nukleotide zu nennen. Weitere geeignete 
Substrate sind Pyrimidin- und Purinbasen, wie Cytosin, Uracil, Thymin, Purin, 
Adenin, Guanin, Harnsaure, Hypoxanthin, 6-Purinthiol, 6-Thioguanin, Xanthin. 
Fragmente von Molekulen sind beispielsweise Phenyl-, Phenol- oder Indol-Reste 
aus Phenylalanin, Tyrosin oder Tryptophan, sowie Hydroxyl-, Carboxyl-, Amino- 

10 und Amidgruppen. Essentiell fiir die genannten Gruppen ist ausschlieBlich, dass 
das in der Natur vorkommende Bindungsprinzip eines Rezeptors mit einem Sub- 
strat beibehalten bzw. angenShert wird, so dass mittels des neuen Verfahrens z. B. 
synthetische Enzyme, bindende Domanen von Antik5rpern oder sonstige physio- 
logische Epitope, also molekulare Bereiche, fertige Hosts, Peptide, Glykopeptide, 

15 Epitope von Proteinen, Glykoproteine, sowie OligonuMeotide eingesetzt werden 
konnen. 

Als Aminosauren sind vorzugsweise zu nennen: 

20 - Aminosauren mit aliphatischen Resten wie zJB. Glycin, Alanin, Valin, 
Leucin, Isoleucin; 

Aminosauren mit einer aliphatischen Seitenkette, die eine oder mehrere 
Hydroxylgruppen umfasst, wie z. B. Serin, Threonin; 
Aminosauren, die eine aromatische Seitenkette aufweisen, wie z. B. Phe- 
25 nylalanin, Tyrosin, Tryptophan; 

Aminosauren, die basische Seitenketten umfassen, wie z. B. Lysin, Argi- 
nin, Histidin; 

Aminosauren, die saure Seitenketten aufweisen, wie z. B. Asparaginsaure, 
Glutaminsaure; 

30 - Aminosauren, die Amidseitenketten aufweisen, wie z. B. Asparagin, 
Glutamin; 
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Aminosauren, die schwefelhaltige Seitenketten aufweisen, wie z. B. Cy- 
stein, Methionin; 

Modifizierte Aminosauren, wie z.B. Hydroxyprolin, y-Carboxylglutamat, 
O-Phosphoserin; 

5 - Derivate der genannten oder von gegebenenfalls weiteren Aminosauren, 
beispielsweise an der oder gegebenfalls den Carboxylgruppen mit bei- 
spielsweise Alkyl- oder Arylresten, die gegebenenfalls geeignet substitu- 
iert sein koiinen, veresterte Aminosauren. 

10 Statt der Aminosauren ist auch die Verwendung eines oder mehrerer Di- oder Oli- 
gopeptide denkbar, beispielsweise konnen beta-, gamma- oder sonstige strukturi- 
someren Aminosauren und davon abgeleitete Peptide wie z.B. Depsipeptide ver- 
wendet werden. 

15 Dabei ist es auch moglich, dass mit einefn Baustein mindestens zwei unterschied- 
liche, zur Bindung befahigte Gruppen gleichzeitig eingeftthrt werden. 

Demzufolge ist das eifindungsgemaBe Verfahren auch dadurch gekennzeichnet, 
dass ein Baustein mindestens zwei unterschiedliche zur Bindung befahigte Grup- 
20 pen tragt. 

Wenn uiehr als vier zur Bindung befahigte Gruppen im selben Sorbens angebracht 
werde sollen, dann besteht eine bevorzugte AusfUhrung darin, jeweils mindestens 
zwei dieser zur Bindung be^higten Gruppen gemeinsam mittels eines schon ferti- 
25 gen Bausteins in definierter raumlicher Anordnung einzuftthren. Dabei werden 
bevorzugt diejenigen zur Bindung befahigten Gruppen in einem Baustein ange- 
bracht, die bereits im ersten Substrat in gleicher Weise benachbart waren. 

Selbstverstandlich ist es denkbar, mehrere solcher mindestens bivalenten 
30 Bausteine nacheinander oder gleichzeitig in ein Sorbens einzufUhren und zudem 
mit monovalenten Bausteinen zu kombinieren. 
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Ein einfaches Beispiel fur einen bivalenten Baustein ist Fluorenylmethoxycar- 
bonyl-Glutamin, auch als Fmoc-Glutamin bezeichnet. Htter wird die Carboxyl- 
grappe zur Bindung an das Sorbens verwendet, wobei der Amidrest zur polaren 
Bindung eines Iiganden fahig ist, und die Fluorenylgruppe zur 7wc- 
Wechselwirkung. In ahnlicher Weise lassen sich Oligopeptide einsetzen, aber 
auch kammformige Oligomerderivate. 

Vorzugsweise erfolgt die Bindung besagter Substrate an das mindestens eine Sor- 
bens ttber Reste oder Gruppen aus Aminosauren, Zuckern, NuMeotiden und Nu- 
Ideosiden sowie Pyrimidin- und Purinbasen, welche sich auf dem Sorbens befin- 
den. 

Demzufolge ist die Erfindung auch dadurch gekennzeichnet, dass die mindestens 
zwei unterschiedlichen zur Bindung befahigten Gruppen des mindestens einen 
Sorbens ausgewahlt werden imter Gruppen, die Bestandteil von Aminosauren, 
Zucker, Nukleotide, Nukleoside, Pyrimidin- oder Purinbasen sind. 

In einer weiteren Ausfuhrungsfonn werden die mindestens zwei unterschiedlichen 
zur Bindung befahigten Gruppen des mindestens einen zweiten Substrats ausge- 
wahlt unter Gruppen, die Bestandteil von Aminosauren, Zucker, Nukleotide, Nu- 
kleoside, Pyrimidin- oder Purinbasen sind. 

Durch das Einfiigen von weiteren Gruppen natiirlichen oder synthetischen Ur- 
sprungs, insbesondere synthetischen Ursprungs, kann die nicht-kovalente Bin- 
dungsfShigkeit des Sorbens gezielt variiert, insbesondere verstarkt werden. 

Beispielsweise konnen Aminosauren, die mit synthetischen Schutzgruppen verse- 
hen sind, in das neue Verfahren eingesetzt werden. Beispielsweise kSnnen Ami- 
nosauren, die mit dem Fluorenyl-Rest geschtitzt sind, eingesetzt werden. AuBer 
dem Huorenyl- kSnnen auch Reste wie der Anthracenyl- oder der Naphthylrest 
verwendet werden. Hierbei kann durch Ausbildung weiterer nicht-kovalenter Bin- 
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dungen zwischen den aromatischen Ringen der Schutzgrappen und der bindenden 
Gruppen des Substrats eine VerstMrkung der bindenden Wirkung erreicht werden. 
Als weitere Beispiele seien Nitrophenyl- und Oligofluorphenykeste und andere 
elektronenreiche oder elektronenarme Aromaten genannt, die tc-tc- 
5 Wechselwirkungen ausbilden konnen. 

Das Sorbens der Stufe (ii) umfasst vorzugsweise einen Trager, der aus anorgani- 
schen oder organischen Materialien oder anorganischen und organischen Materia- 
lien aufgebaut sein kann. Als Tragermaterialien sind sSmtliche Materialien geeig- 
10 net, auf die sich die tiaindestens zwei unterschiedlichen Gruppen aus Stufe (i) 
durch geeignete Verfahren aufbringen lassen. 

Handelt es sich bei dem Tragermaterial urn einen Feststoff , so kann seine Oberfla- 
che eben sein, wie beispielsweise Platten aus Glas oder Metall, oder auch ge- 

15 kriimmt oder in porose KSrper eingebettet, beispielweise rohren- oder schwamm- 
artig, wie beispielsweise Zeolithe, Kieselgel oder Cellulose-Beads. Weiter konnen 
die Tragermaterialien naturlichen Ursprungs oder synthetischer Natur sein. Als 
Beispiele seien unter anderem Gelatine, Kollagen oder Agarose genannt. Auch 
konnen porose und nicht-porose Harze sowie Kunststoff- oder Keramikoberfia- 

20 chen verwendet werden. 

Es ist aber auch moglich, als Trager eine oder mehrere Fltissigkeiten, vorzugswei- 
se solche mit hoher Viskositat zu verwenden. Geeignete Verbindungen sind dann 
vorzugsweise hochviskose Silikonole. 

25 

Vorzugsweise liegen die jeweils mindestens zwei unterschiedlichen Gruppen der 
Stufe (i) auf dem Trager in kovalent gebundener Form an ein Polymeres vor. 

Dabei fallen unter den Begriff „Polymeres" auch hohennolekulare Verbindungen, 
30 die in der Polymerchemie als "Oligomere" bezeichnet werden. Dabei kSnnen so- 
wohl ein Polymeres wie auch Gemische von Polymeren verwendet werden. 
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Ohne auf bestimmte Polymere beschrSnken zu wollen, seien als mOgliche Poly- 
mere u.a. genannt: 

Polysaccharide, wie z. B. Cellulose, Amylose und Dextrane; 

Oligosaccharide wie z. B. Cyclodextrine; 

Chitosan; 

Polyvinylalkohol, Poly-Threonin, Poly-Serin; 

Polyethylenimin, Polyallylamin, Polyvinylamin, Polyvinylimidazol, Poly- 
anilin, Polypyrrol, Poly-Lysin; 

Poly(meth)acrylsaure(ester), Polyitaconsaure, Poly-Asparagin; 
Poly-Cystein. 

Ebenso sind nicht nur Homopolymere, sondern auch Copolymere und insbesonde- 
re Block-Copolymere und statistische Copolymere prinzipiell geeignet, urn im 
vorliegenden Verfahren eingesetzt zu werden. Dabei sind sowohl Copolymere mit 
nicht-funktionalisierbaren Anteilen wie etwa Co-Styrol oder Co-Ethylen oder 
auch Copolymere wie etwa Co-Pyrrolidon zu nennen. 

Besagte Polymere weisen dabei inindestens zwei gleiche oder unterschiedliche 
Gruppen auf, tiber die die mindestens zwei vmterschiedlichen zur Bindung befd- 
higte Gruppen aus Stufe (i) an das Polymere kovalent gebunden werden konnen. 

Demzufolge ist eine Ausfuhrungsfonn der Erfindung dadurch gekennzeichnet, 
dass die jeweils mindestens zwei unterschiedlichen Gruppen in Stufe (ii) kovalent 
gebunden an ein Polymeres vorliegen. 

Als unter anderem bevorzugte funktionelle Gruppen des mindestens zwei gleiche 
oder unterschiedliche funktionelle Gruppen aufweisenden Polymeren sind u.a. 
OH-Gruppen, gegebenenfalls substituierte Amingruppen, SH-Gruppen, OSO3H- 
Gruppen, SOsH-Gruppen, OP03H 2 -Gruppen, OPOaHR-Gruppen, PO3H2- 
Gruppen, POaHR-Gruppen, COOH-Gruppen und Gemische aus zwei oder mehr 
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davon zu nennen, wobei R vorzugsweise einen Alkylrest bedeutet Ebenso konnen 
die mindestens zwei gleiche oder verschiedenen funktionelle Gruppen aufweisen- 
den Polymere auch weitere polare Gruppen, wie beispielsweise -CN, enthalten. 

5 In einer Ausfuhrungsform ist es dabei mSglich, in Stufe (ii) die mindestens zwei 
unterschiedlichen zur Bindung befahigten Gruppen zunachst iiber die mindestens 
zwei gleichen oder unterschiedlichen funktionellen Gruppen des Polymeren in 
dieses einzufuhren, wobei ein mit besagten Gruppen derivatisiertes Polymeres 
entsteht. Dieses derivatisierte Polymere kann dann auf den Trager aufgebracht 

10 werden. 

Die Derivatisierung des funktionalisierten Polymeren mit den mindestens zwei , 
Gruppen kann dabei nach bekannten Methoden sowohl in homogener wie auch 
heterogener Phase erfolgen. 

15 

Bei Derivatisierung in heterogener Phase kann die Festphasenreaktion verwendet 
werden. 

Wetden die mindestens zwei gleichen oder unterschiedlichen funktionellen Grup- 
20 pen aufweisenden Polymere in homogener flussiger Phase mit besagten minde- 
stens zwei unterschiedlichen zur Bindung befahigten Gruppen derivatisiert, so 
werden, urn eihe optimale Loslichkeit zu erreichen, vorzugsweise gemischt- 
funktionale oder auch vorderivatisierte Polymere eingesetzt. Als Beispiele hierfUr 
sind etwa zu nefinen: 

25 

partiell oder vollstandig silylierte, alkylierte oder acylierte Cellulose; 
Polyvinylacetat / Polyvinylalkohol; 
Polyvinylether / Polyvinylalkohol; 
N-Butylpolyvinylamin / Polyvinylamin. 
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Ebenso konnen auch Polymer/Copolymer-Gemische verwendet werden. Dabei 
konnen alle geeigneten Polymer/Copolymer-Gemische eingesetzt werden, bei- 
spielsweise Gemische aus den oben bereits genannten Polymeren und Copolyme- 
ren, wobei unter anderem hierbei etwa zu nennen ist: 

5 

Poly(acrylsaure>co-Vinylacetat; 

Polyvinylalkohol-co^-Ethylen; 

Polyoxymethylen-co-Ethylen; 

modifizierte Polystyrole, wie z.B. Copolymere des Styrols mit 
10 (Meth)acrylsaure(estem); 

Polyvinylpyrrolidon und dessen Copolymere mit Poly(meth)acrylaten. 

Vorzugsweise wird das mindestens zwei gleiche oder unterschiedliche funktio- 
nelle Gruppen aufweisende Polymere vor der Derivatisierung mit den mindestens 
15 zwei unterschiedlichen Gruppen mit einem Aktivierungsreagens umgesetzt. Sol- 
che Reagenzien und Verfahren zu deren Verwendung sind beispielsweise in der 
WO 00/32649 beschrieben. 

Beispielsweise k6nnen als Aktivierungsreagenzien Verbindungen verwendet wer- 
20 den, die sich vom Strukturelement des Succinimids ableiten, wobei das am Stick- 
stoff befindUche Wasserstoffatom durch eine -OCO-Cl-Gruppe ersetzt ist Ein 
Beispiel ist die nachstehend aufgeftihrte Verbindung. 
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R 3 bis Rio kfinnen dabei vorzugsweise fur Wasserstoff, Alkyl-, Aryl-, Cycloalkyl- 
und heterocyclische Reste stehen. Stehen die Reste R 3 bis Rio fur Wasserstoff, so 
wird die Verbindung im Folgenden auch als ONB-C1 bezeichnet 

Wird das mindestens zwei gleiche oder verschiedene funktionelle Gruppen auf- 
weisende Polymere mit einem Aktivierungsreagens umgesetzt, so kann dieses 
Umsetzungsprodukt mit geeigneten Verbindungen, die die zur Bindung besagten 
Substrats erforderlichen Gruppen besitzen, umgesetzt werden. 

Es ist auch denkbar, das mindestens zwei gleiche oder verschiedenene funktio- 
nelle Gruppen aufweisende Polymere mit einem Gemisch aus zwei oder mehr 
geeigneten Aktivierungsreagenzien umzusetzen. Diese konnen gleichzeitig mit 
dem Polymeren umgesetzt werden. Ebenso kSnnen die zwei oder mehr Aktivie- 
rungsreagenzien auch nacheinander mit dem Polymeren umgesetzt werden. 

Hierbei konnen prinzipiell alle Verbindungen, die mit dem aktivierten Polymeren 
reagieren kSnnen und unmittelbar oder mittelbar ztfm gewunschten Polymeren 
flihrefl, das dann derivatisiert ist, verwendet werden. Unter anderem konnen zur 
Derivatisierung Verbindungen eingesetzt werden, die mindestens eine nucleophile 
Gruppe aufweisen. 

Eine weiteife MSglichkeit besteht darin, das aktivierte Polymere mit einem amino- 
gruppenhaltigen ein- oder mehrwertigen Alkohol bzw. Thiol umzusetzen. Wird 
das mindestens zwei funktionelle Gruppen enthaltende Polymer beispielsweise 
mit ONB-C1 aktiviert, so reagiert der aminogruppenhaltige ein- oder mehrwertige 
Alkohol oder das aminogruppenhaltige ein- oder mehrwertige Thiol selektiv mit 
der Aminogruppe. Die somit in das Polymer eingeflihrten OH- oder SH-Gruppen 
lassen sich dann in einem weiteren Schritt wieder mit beispielsweise einem der 
oben beschriebenen Aktivierungsreagenzien aktivieren, wodurch Kettenverlange- 
rungen und Verzweigungen erm5glicht werden, je nach Wertigkeit der urspriing- 
lich eingesetzten Alkohole oder Thiole. 
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In einer anderen Ausfiihrangsform ist es auch moglich, zunSchst Verbindungen, 
die jeweils mindestens eine unterschiedliche zur Bindung befahigte Gruppe ent- 
halten, mit einem Aktivierungsreagens umzusetzen, und dann mit besagtem Po- 
lymeren weiterzureagieren. 

Vorzugsweise werden aktivierte Derivate von Aminosauren, Zuckern, Nukleoti- 
den, Nukleosiden, Primidin- und Puiinbasen mit dem mindestens zwei gleiche 
oder uiiterschiedliche funktionelle Gruppen aufweisenden Polymeren umgesetzt 
Dabei werden, wiederum in einer bevorzugten Ausfiihrungsweise, die Verbindun- 
gen mit ONB-C1 oder einer Verbindung dieses Strukturtyps aktiviert werden. 

Besagte Umsetzungen konnen zur Polymervernetzung, zur Polymerstabilisierung 
und zur Polymerverzweigung verwendet werden. 

Besagte Umsetzungen ermoglichen es weiterhin, Polymerderivate herzustellen, 
die verschiedenste rSumliche Anordnungen aufweisen und demzufolge fttr eine 
Vielzahl von Anwendungen, in denen diese raumliche Anordnung von entschei- 
dender Bedeutung ist, verwendbar sind. 

So lassen sich beispielsweise Anordnungen realisieren, die wie Hairy Rods, 
Kammpolymere, Netze, KSrbe, Schalen, Rohren, Trichter oder Reufien aufgebaut 
sind. 

* 

Die Umsetzungen konnen dabei in aprotisch-dipolaren und/oder polar-protischen 
Losungsmitteln oder LSsungsmittelgemischen wie z. B. waBrigen Lftsungsmittel- 
gemischen erfolgen. Je nach umzusetzendem Polymertyp und verwendetem Akti- 
vierungsreagens und/oder Verbindungen, die die mindestens zwei unterschiedli- 
chen zur Bindung befahigten Gruppen enthalten, konnen in diesen Losungsmittel- 
gemischen neben Wasser verschiedene weitere Losungsmittel vorliegen. Bevor- 
zugt werden hierbei unter anderem Losungsmittel wie z. B. aprotisch-dipolare 
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Ldsungsmittel wie z.B, DMSO, DMF, Dimethylacetamid, N-Methylpyrrolidon, 
Tetrahydrofuran oder Methyl-t-butylether eingesetzt. 

Der pH-Wert, der bei den Umsetzungen gewahlt werden kann, liegt dabei im All- 
5 gemeinen im Bereich von 4 bis 14, bevorzugt im Bereich von 8 bis 12, und be- 
sonders bevorzugt im Bereich von 8 bis 10. Zur Einstellung eines bestimmten 
Bereiches des pH-Wertes kann mit geeigneten PufferlSsungen gearbeitet werden. 

Ober LSsungsmittel und pH-Wert konnen gezielt die Quell- und Schrumpfeigen- 
10 schaften des Netzwerks eingestellt werden, wodurch iiber das Netzwerk der Zu- 
gang des Substrats zum Sorbens beeinflusst werden kann. 

Der Derivatisierungsgrad des Polymeren, also der Grad zu dem das funktionali- 
sierte Polymere mit den mindestens zwei zur Bindung befahigten Gruppen deri- 
15 vatisiert ist, kann so beeinflusst werden, dass die bestmogliche Wechselwirkung 
mit dem Substrat erreicht wird. 

Bevorzugt wird ein Derivatisierungsgrad im Bereich von 1 bis 70 %, besonders 
bevorzugt im Bereich von 3 bis 60 % und insbesondere bevorzugt im Bereich von 
20 5 bis 50 %. 

Deshalb ist es auch mOglich, dass mindestens zwei der gleichen oder unterschied- 
lichen funktionellen Gruppen derivatisiert sind, so dass sie als Rezeptorgruppen 
mit dem Substrat wechselwirken und mindestens eine, nicht substratspezifisch 
25 wirkende funktionelle Gruppe und/oder eine Monomereinheit ohne funktionelle 
Gruppe zwischen zwei dieser derivatisierten Gruppen liegen, und wobei die funk- 
tionellen Gruppen gleich oder verschieden voneinander sind und ausgewahlt wer- 
den aus den oben genannten Gruppen. 
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Es ist auch denkbar, dass die in underivatisierter Form im Polymeren noch vorlie- 
genden funktionellen Gruppen einen Beitrag zur Wechselwirkung mit dem Sub- 
strat leisten. 

5 Moglich ist auch die Verwendung eines Derivats eines mindestens zwei gleiche 
oder unterschiedliche funktionelle Gruppen aufweisenden Polymeren, in dem eine 
weitere, nicht substratspezifisch wirkende funktionelle Gruppe mit einer Endcap- 
ping-Gruppe derivatisiert ist 

10 Durch geeignete Wahl der Endcapping-Gruppe ist es auch mOglich, die LSslich- 
keit des mit der Endcapping-Gruppe oder mit den Endcapping-Gruppen versehe- 
nen Polymerderivats zu beeinflussen und den Erfordernissen bei eventuellen spa- 
teren, weiteren Umsetzungen anzupassen. 

15 Als Endcapping-Gruppe kaim prinzipiell jede Gruppe gewahlt werden, die eine 
funktionelle Gruppe inert oder weitestgehend inert gegen Wechselwirkungen mit 
dem Substrat macht. Der Begriff "inert" bedeutet in diesem Zusammenhang, dass 
die Wechselwirkungen, die das Substrat mit den Rezeptorgruppen des derivati- 
sierten Polymers eingeht, im Vergleich zu den Wechselwirkungen, die dieses 

20 Substrat mit einer oder mehreren der durch die Endcapping-Gruppe derivatisierten 
funktionellen Gruppe eingeht, so stark sind, dass das Substrat im Wesentlichen 
nur Ubet die Rezeptorgruppen gebunden wird. 

Ist es gewttnscht, iiber die Wechselwirkung zwischen Substrat und Rezeptorgrup- 
25 pe zwei oder mehr unterschiedliche Substrate, beispielsweise in einem chromato- 
graphischen ProzeB, zu trennen, so muss die Endcapping-Gruppe die funktionelle 
Gruppe gegenuber mSglichen Wechselwirkungen, wie oben beschrieben, nicht 
vollig inert machen. In diesem Fall genttgt es beispielsweise, wenn die Endcap- 
ping-Gruppe mit den zwei oder mehr zu trennenden Substraten gentigend schwa- 
30 che oder unspezifische Wechselwirkungen eingeht, die fiir den TrennprozeB keine 
Rolle spielen. 
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Als Endcapping-Gruppe kann dabei jede geeignete Gruppe gemaB dem Stand der 



Technik verwendet werden. Je nach Substrat ist es beispielsweise denkbar, dass 
als Endcapping-Gruppe eine Gruppe gewShlt wird, die kein H-Donor ist. Bevor- 
zugt wird dabei 



10 Als Rezeptor kann in einem mindestens zwei gleiche oder unterschiedliche funk- 
tionelle Gruppen aufweisenden Polymeren jeder weiter oben beschriebene Rest 
eingefuhrt werden, der durch Umsetzung des Polymeren mit mindestens zwei ak- 
tivierten Derivatisierungsreagenzien, die mindestens jeweils eine nucleophile 
Gruppe umfassen, oder durch Umsetzung des aktivierten Polymeren mit minde- 

15 stens zwei solcher Derivatisierungsreagenzien erhalten werden kann. 

Bevorzugt wird ein Derivat eines mindestens zwei gleiche oder unterschiedliche 
funktionelle Gruppen aufweisenden Polymeren, wie oben beschrieben, bei dem 
mindestens zwei Rezeptoren Reste von Verbindungen oder Gruppen, die in Ver- 
20 bindungen fiir die Bindung verantwortlich sind, umfassen, wobei die Verbindun- 
gen auSgewShlt sind aus der Gruppe umfassend Aminosauren, Zucker, Nukleoti- 
de, Nukleoside, Pyrimidin- und Purinbasen. 




besdnders bevorzugt 



0% 



eingesetzt. 



25 



Um das funktionelle Gruppen-aufweisende Polymere mit den genannten Verbin- 
dungen, Derivaten dieser Verbindungen oder Gruppen, die diese Verbindungen 
enthalten, oder Mischungen davon zu derivatisieren, kann man nach dem oben 
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beschriebenen Verfahren vorgehen. So ist es denkbar, zuerst die Umsetzung bei- 
spielsweise einer Aminosaureverbindungen mit einem geeigneten Aktivierungs- 
reagens durchzufuhren und dann das Umsetzungsprodukt mit dem Polymeren 
umzusetzen. Ebenso ist es denkbar, zuerst das Polymere mit einem geeigneten 
5 Aktivierungsreagens zu aktivieren und dann mit der Aminosaure umzusetzen. 
Naturlich ist es auch denkbar, Polymeres, Aminosaure und Aktivierungsreagens 
direkt zusammenzugeben. 

Die Einfllhrung von Resten von Zuckern, Nukleotiden, Nukleosiden, Pyrimidin- 
10 und Purinbasen oder von bindenden Gruppen, die in besagten Verbindungen ent- 
halfen sind, oder Mischungen davon, ist in analoger Weise moglich. 

Je nach Wahl der Aminosauien, Zucker, Nukleotide, NuMeoside, Pyrimidin- und 
Purinbasen oder der entsprechenden Reste oder Derivate oder der bindenden. 

15 Gruppen, die in diesen Verbindungen enthalten sind, kann es notwendig sein, 
eventaell hierin vorhandene funktionelle Gruppen bei der Derivatisierang 
und/oder der Aktivierung mit Schutzgruppen zu schtitzen, Hierbei sind alle geeig- 
neten Schutzgruppen moglich, die aus dem Stand der Technik bekannt sind Je 
nach spaterer Verwendung des Polymeren konnen diese Schutzgruppen nach der 

20 Derivatisierung am Aminosaure-, Zucker-, NuMeotid-, NuMeosid-, Pyrinaidin- 
und Purinbasenrest verbleiben oder wieder abgespalten werden. 

Statt der Aminosaure ist auch die Verwendung eines oder mehrerer Oligopeptide 
denkbar. 

25 

Um die Wechselwirkung mit dem Substrat zu optimieren, kann das flussige oder 
in einem LGsungsmittel bzw. Losungsmittelgemisch gelSste Polymerderivat in 
Anwesenheit des Substrates, das hieibei als Templat wirict, verformt werden. 

30 Dabei geht man bei der Verformung beispielsweise so vor, dass man in einem 
geeigneten Lfisungsmittel oder Losungsmittelgemisch ein derivatisiertes Polyme- 
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reSj wie oben beschrieben, mit dem Substrat zusammengibt und dem Polymeren 
die Moglichkeit gibt, dabei eine oder mehrere energetisch begttnstigte Konforma- 
tidnen einzunehmen. 

5 Dabei ist es auch denkbar, ein derivatisiertes Polymeres mit verschiedenen Sub- 
straten zusammenzugeben und zu verformen. Weiter ist es auch denkbar, sollte 
dies erforderlich sein, verschiedene derivatisierte Polymeie mit einem oder meh- 
reren verschiedenen Substraten zusammenzugeben und zu verformen. 

10 Es ist auch denkbar, dass das Derivat des mindestens zwei gleiche oder unter- 
schiedliche funktionelle Gruppen aufweisenden Polymeren ohne Templat ver- 
foiffit wird. 

Im AnschluB an die Verformung kann die Konformation des Polymerderivates, 
15 die sich dutch die Verformung in Anwesenheit des Templates gebildet hat, fixiert 
werden. 

Hierbei ist es auch moglich, das verformte Polymere vor der Fixierung auf einen 
Trager aufeubringen. 

20 

Zur Fixierung sind prinzipiell alle denkbaren Verfahren einsetzbar. Insbesondere 
sind hierbei Temperaturanderung, Losungsmittelwechsel, FUllung und Vemetzung 
zu nennen. Bevorzugt wird die Konformation durch Vernetzung fixiert. 

25 Das Tragermaterial und die Form des Tragers sind dabei im Wesentlichen firei 
wahlbar, wobei das Tragermaterial jedoch so beschaffen sein mufi, dass das Po- 
lymer dauerhaft auf dem TrSger aufgebracht werden kann. Vorzugsweise geht das 
Tragermaterial, nachdem das derivatisierte Polymere aufgebracht wurde, mit den 
zu trennenden Stoffen keine oder nur eine oder mehrere unspezifische Wechsel- 

30 wirkungen ein. 
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Je nach spaterem Einsatzgebiet kann es erforderlich sein, dass das Tragermaterial 
druckstabil ist. Der Begriff "druckstabil" bedeutet in diesem Zusammenhang, dass 
das Tragermaterial bei Driicken bis zu 100 bar formstabil ist. 

5 Als TrSgennaterialien konnen die vorstehend genannten Materialien verwendet 
werden. Die Form des Tragermaterials kann dabei den Erfordernissen des Verfah- 
rens angepasst werden und unterliegt keinen BeschrMnkungen. Moglich sind bei- 
spielsweise tabletten-, kugel- oder strangfSrmige TrSger. 

10 Die Aufbringung auf das Tragermaterial ist weitgehend frei wahlbar. Moglich 
sind beispielsweise das Aufbringen durch Impragnieren, Eintauchen des TrMgers 
in eine entsprechende PolymerlSsung, Aufspruhen des Polymers oder Aufrotieren 
des Polymers. 

15 Es ist auch mSglich, das derivatisierte Polymere auf verschiedene geeignete Tra- 
ger aufzubringen. Ebenso ist es m5glich, zwei oder mehr voneinander verschiede- 
ne derivatisierte Polymere auf einen oder mehrere geeignete Trager aufzubringen. 
In einer weiteren Ausfilhrungsfoim des erfindungsgemaBen Verfahrens wird das 
derivatisierte, verformte imd fixierte Polymere zu einem porosen Material verar- 

20 beitet Es bildet daiin gleichzeitig den TiSger, so dass kein zusatzliches Trager- 
material benotigt wird. Dabei konnen z. B. Beads, imregelmaBige Partikel, 
Schwtemie, Scheiben, Strange oder Membranen erhalten werden. 

Dabei kann eine Konformation fixiert werden, die sich aus einer Art von derivati- 
25 siertem Polymeren gebildet hat. Ebenso ist es aber auch denkbar, dass die Kon- 
fotmation aus zwei oder mehr voneinander unterschiedlichen Arten von derivati- 
sierten Polymeren gebildet wurde. Der Begriff "unterschiedliche Arten von deri- 
vatisierten Polymeren" bedeutet hierbei, dass sich die Polymere beispielsweise 
hinsichtlich des Basispolymeren oder der Art des Aktivierungsreagens oder der 
30 Art durch Derivatisierung eingefllhrten Rezeptorgruppen oder des Aktivierungs- 
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grades oder des Derivatisierungsgrades oder einer Kombination aus zwei oder 
mehr dieser Merkmale unterscheiden. 

Die Vernetzung kann hierbei beispielsweise dadurch erreicht werden, dass zwei 
5 oder mehr Strange von derivatisierten Polymeren direkt miteinander reagieren. 
Dies kann dadurch erreicht werden, dass die durch Derivatisierung eingeftihrten 
Gruppen so beschaffen sind, dass zwischen diesen Gruppen kovalente und/oder 
nicht-kovalente Bindungen geknttpft werden kSnnen. Ganz allgemein ist es denk- 
bar, dass diese kovalenten und/oder nicht-kovalenten Bindungen zwischen Grup- 
10 pen ausgebildet werden, die an einem Polymerstrang hangen, und/oder zwischen 
Gruppen ausgebildet werden, die an zwei oder mehr PolymerstrSngen hangen, so 
dass durch die Vernetzung zwei oder mehr PolymerstrSnge ttber eine oder mehre- 
re Stellen miteinander verknUpft sein konnen. 

15 Ebenso ist es auch denkbar, zur Vernetzung ein oder mehrere geeignete Vernet- . 
zungsmittel einzusetzen, mit denen, wie vorstehend beschrieben, in kovalenter 
und/ oder nicht-kovalenter Weise Gruppen innerhalb eines Polymerstrangs 
und/oder Gruppen, die an mehreren StrSngen von gegebenenfalls unterschiedli- 
chen derivatisierten Polymeren hangen, vernetzt werden kdnnen. 

20 

Als Vemetzungsreagenzien kommen prinzipiell alle geeigneten, aus dem Stand 
der Technik bekannten Verbindungen in Betracht DemgemaB kann die Vernet- 
zung beispielsweise in kovalent-reversibler Weise, in kovalent-irreversibler Weise 
oder in nicht-kovalenter Weise erfolgen, wobei bei Vernetzung in nicht- 
25 kovalenter Weise beispielsweise Vernetzungen tiber ionische Wechselwirkung 
oder Uber Charge-Transfer-Wechselwirkung zu nennen sind. 

Als Vemetzungsreagenzien, die zu kovalent-irreversibler Vernetzung flihren kdn- 
nen, sind unter anderem zwei- oder mehrfach funktionelle Verbindungen wie bei- 
30 spielsweise Diole, Diamine oder Dicarbonsauren zu nennen. Dabei werden bei- 
spielsweise zweiwertige Vernetzer mit dem aktivierten Polymerderivat umgesetzt 
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oder das mindestens zweiwertige aktivierte Vemetzungsreagens mit dem nicht- 
aktivierten Polymerderivat 

Eine kovalent-reversible Vemetzung kann beispielsweise dutch KnGpfen einer 
5 Schwefel-Schwefel-Bindung zu einer Disulfidbrttcke zwischen zwei an einem 
oder zwei PolymerstrSngen hangenden Gruppen realisiert werden. 

Eine Vernetzung uber ionische Wechselwirkung kann beispielsweise ttber zwei 
Reste zustandekommen, Von denen der eine als Struktureinheit ein quartares 
10 Ammoniurnion und der andere als Struktureinheit beispielsweise 

COO" oder — so 3 ~ 

aufweist 

Eine Vemetzung uber Wasserstoffbrttcken kann beispielsweise zwischen zwei 
komplementaren Basenpaaren ausgebildet werden, beispielsweise tiber folgende 
15 Struktur: 



H 

\ 




Ganz allgemein k6nnen nicht-kovalent zu vernetzende Polymerderivate bezttglich 
der Vernetzungsstellen komplementSr aufgebaut sein, wobei zueinander komple- 
mentare Struktureinheiten beispielsweise Saure/Triamin oder Uracil/Melamin 
20 sind. Ebenso kann bei einer nicht-kovalenten Vemetzung das Vemetzungsreagens 
komplemantar zu den Vernetzungsstellen am Polymerstrang sein. Als Beispiel 
hierfur wSren etwa eine Amingruppe am Polymerstrang und eine Dicarbonsaure 
als Vemetzungsreagens zu nennen. 
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Aus dem Carboxylat lasst sich mit Hilfe der aus der Peptid-Chemie bekannten 
Kupplungsreagenzien eine Amidbindung zu den Aminograppen des Polymeren 
herstellen. In gleicher Weise wird eine am Polymer kovalent gebundene Car- 
boxylgruppe mit Aminogruppen im Polyvinylamin vernetzt oder umgekehrt eine 
5 gebundene Aminogruppe mit Carboxyl, z.B. von Polyacrylat 

Der Vernetzungsgrad kann im Wesentlichen beliebig gewahlt werden und bei- 
spielsweise auf die nachstehend beschriebenen Einsatzgebiete zugeschnitten wer- 
den.. 

10 

In Stufe (ii) kaim die Umsetzung der mindestens zwei unterschiedlichen zur Bin- 
dung befahigten GrUppen mit dem mindestens zwei Gruppen enthaltendem Poly- 
mereft auch in heterogener Phase erfolgen, d. h. an der festen Oberflache des Po- 
lymeren. ZeckmaBigerweise wird dann besagtes Polymer in einem Losungsmittel 
15 suspendiert, das fur das eingesetzte Polymere eine nur geringe Losekraft besitzt 

Zur Derivatisierung des Polymeren sowie zum Aufbringen des erhaltenen Poly- 
meren auf den TrSger konnen die vorstehend beschriebenen Aktivierungs- und 
Derivatisierungsschritte sowie Verrietzungs- und Beschichtungsmethoden ver- 
20 \vendet werden. 

Andererseits ist es auch moglich, das vorzugsweise in heterogener Phase derivati- 
sierte Polymere ohne weiteres Tragermaterial als TrSger zu verwenden. 

25 In einer weiteren Ausfiihrungsfonn konnen vorzugsweise die vorstehend be- 
schriebenen und in homogener oder heterogener Phase hergestellten derivatisier- 
ten Polymere schrittweise auf den Trager aufgebracht werden. Hierbei wird in 
mindestens einem Schritt mindestens eine Lage des mindestens einen Polymeren 
an das Tragermaterial gebunden und in mindestens einem weiteren Schritt minde- 

30 stens eine weitere Lage des mindestens einen Polymeren auf die mindestens eine 
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an das Tragermaterial gebundene Polymerlage aufgebracht. Die dazu geeigneten 
Verfahren sind in der WO 01/38009 beschrieben. 

Das schrittweise Aufbiingen des mindestens einen Polymeren kann hierbei gemaB 
5 samtlicher geeigneter Verfahren erfolgen, die gewahrleisten, dass pro Schritt min- 
destens eine Lage des Polymeren aufgebracht wird, so dass eine lagenffirmige 
Polymerstruktur auf dem Tragermaterial aufgebracht wird 

Bei diesen Verfahren wird in dem mindestens einen Schritt, in dem die minde- 
10 stens eine Lage des mindestens einen Polymeren auf dem Tragermaterial gebun- 
den wird, in einer ersten AusfQhrungsform eine Ldsung des mindestens einen 
Polymeren mit dem Tragermaterial bei Reaktionsbedingungen in Kontakt ge- 
bracht, bei denen das mindestens eine Polymere auf dem Tragermaterial nicht 
gebunden wird und anschlieBend werden die Reaktionsbedingungen derart van- 
15 iert, dass das mindestens eine Polymere auf dem Tragermaterial gebunden wird, 
oder in einer zweiten Ausflihrungsform eine Losung des mindestens einen Poly- 
meren mit dem Tragermaterial bei Reaktionsbedingungen in Kontakt gebracht, bei 
denen die Losung des mindestens einen Polymeren unter Theta-Bedingungen 
vorliegt. 

20 

Hierbei kann die Losung, die gemaB der ersten Ausflihrungsform mit dem Tra- 
germaterial in Kontakt gebracht wird, ein oder auch mehrere geeignete Losungs- 
mittel aufweisen, wobei das mindestens eine Polymere in dem L5sungsmittel oder 
Losungsmittelgemisch gelost oder auch kolloidal gelost oder auch suspendiert, 
25 beispielsweise in Form einer Nanosuspension, sein kann. 

Dann werden die Reaktionsbedingungen so gewahlt, dass beim Inkontaktbringen 
der Losung mit dem Tragermaterial zunachst keine Bindung des mindestens einen 
Polymeren an das Tragermaterial erfolgt Diese Reaktionsbedingungen werden 
30 beispielsweise durch ein oder mehrere geeignete LSsungsmittel eingestellt Be- 
vorzugt werden diesbezUglich L6sungsmittel eingesetzt, in denen das mindestens 
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eine Polymere so gut loslich ist, dass die Bindung an das Tragermaterial unter- 
bleibt. 

Im Sinne der vorliegenden Erfindung bedeutet der Begriff „das Polymer wird 
5 nicht an das Tragermaterial gebunden", dass mittels Messung des Verteilungs- 
koeffizienten im Wesentlichen keine Bindung festgestellt werden kann. 

Ebenso kOnnen diese Reaktionsbedingungen durch geeignete Temperaturwahl 
erreicht werden, in dem beispielsweise die Losung mit dem Tragermaterial bei so 
10 hohen Temperaturen in Kontakt gebracht wird, dass die Bindung des mindestens 
einen Polymers an das Tragermaterial unterbleibt. 

Weiter kSnnen diese Reaktionsbedingungen durch geeignete Einstellung des pH- 
Wertes der Polymerlosung erreicht werden, falls die Bindung des mindestens ei- 
15 nen Polymeren an das Tragermaterial vom pH-Wert abhangig ist. 

Ebenso ist auch denkbar, durch eine geeignete Kombination von zwei oder mehr 
dieser Methoden die Bindung des mindestens einen Polymeren an das Tragerma- 
terial zunachst zu verhindem. 

20 

Durch diese spezifische Aft der Reaktionsfiihrung wird unter anderem erreicht, 
dass Reaktionsbedingungen, unter denen das in der Losung enthaltene mindestens 
eine Polymer ausfailt, vermieden werden. 

25 Was das Inkontakfbringen der Losung des mindestens einen Polymers mit dem 
mindestens einen Tragermaterial anbelangt, so sind prinzipiell alle geeigneten 
Verfahrensfiihrungen denkbar. 

So ist es beispielsweise moglich, eine LSsung, die das mindestens eine Polymer 
30 umfasst, mit dem Tragermaterial in Kontakt zu bringen. Ebenso ist es denkbar, 
das Tragermaterial zuerst mit dem mindestens einen LSsungsmittel in Kontakt zu 
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bringen und dann in das mindestens eine Losungsmittel das mindestens eine Po- 
lymer einzubringen. Ebenso ist es moglich, zuerst das Tragermaterial mit minde- 
stens einem Losungsmittel in Kontakt zu bringen und dann eine L5sung, die das 
mindestens eine Polymer umfasst, zuzugeben. Werden zwei oder mehr Polymere 

5 eingesetzt, so ist es denkbar, jedes separat oder zusammen mit einem oder mehre- 
ren anderen Polymeren in jeweils einem Losungsmittel oder Losungsmittelge- 
misch zu lOsen und die einzelnen Losungen, von denen jede mindestens ein Po- 
lymer umfasst, zusammen oder getrennt mit dem Tragermaterial, das gegebenen- 
f alls bereits gel5st oder kolloidal gel5st oder suspendiert in mindestens einem L6- 

10 sungsmittel vorliegt, in Kontakt zu bringen. 

Prinzipiell sind die bereits vorstehend beschriebenen Tragermaterialien geeignet, 
attf die das mindestens eine Polymere durch Bindung aufgebracht werden kann. 
Werden zwei oder mehr voneinander verschiedene Polymere eingesetzt, so ist es 
15 ausreichend, weim eines der Polymeren durch Bindung auf das Tragermaterial 
aufgebracht werden kann. Es ist auch denkbar, dass zwei oder mehr verschiedene 
Polymere durch Bindung auf das Tragermaterial aufgebracht werden konnen. 

Werden zwei oder mehr voneinander verschiedene Polymere und zwei oder mehr 
20 voneinander verschiedene TiSgermaterialien verwendet, so ist unter anderem 
denkbar, dass samtliche Polymere auf samtliche Tragermaterialien aufgebracht 
werden konnen. Ebenso ist es denkbar, dass ein oder mehrere Polymere auf einem 
oder mehreren Tragermaterialien und ein oder mehrere davon verschiedene Poly- 
mere auf einem oder mehreren davon verschiedenen Tragermaterialien aufge- 
25 bracht werden kSnnen. 

Femer kSnnen weitere Polymere und Verbindungen, wie beispielsweise allgemein 
ubliche Hilfsmittel aufgebracht werden, wobei die Bindung des Polymeren an das 
Tragermaterial auch durch andere Wechselwirkungen oder/und Verfahren erreicht 
30 werden kann. Weiterhin kSnnen die in der LSsung vorhandenen Polymere 
oder/und Verbindungen nicht auf dem Trager aufgebracht werden und beispiels- 
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weise in der Losung verbleiben. Unter anderem ist es denkbar, dass mindestens 
eines dieser Polymere in einem weiteren Schritt auf beispielsweise ein Tragerma- 
terial aufgebracht wird, das vor diesem weiteren Schritt rait der Losung, die dieses 
Polymer mnfasst, in Kontakt gebracht wird. 

5 

GemaB der ersten Ausfuhrungsform werden nach dem Inkontaktbringen die Re- 
aktionsbedingungen derart geSndert, dass nun die Bindung des mindestens einen 
Polymeren an das Tragennaterial erfolgt. Wie vorstehend beschrieben, ist es 
denkbar, dass im Falle, dass zwei oder mehr verschiedene Polymere oder/und 
10 zwei oder mehr verschiedene Tragermaterialien eingesetzt werden, ein Polymeres 
an ein Tragennaterial gebunden wird. 

Was die Variation der Reaktionsbedingungen anbelangt, so sind samtliche Ande- 
rungen denkbar, die dazu geeignet sind, die Bindung mindestens eines der Poly- 
15 mere an das Tragennaterial zu ermSglichen. 

Im Falle, dass die Bindung von der Temperatur abhSngig ist, ist es beispielsweise 
denkbar, die Temperatur entweder zu erhohen oder zu erniedrigen, je nachdem, 
welche Anderung die Bindung begtinstigt In ebenfalls bevorzugten Ausfiihrungs- 
20 f ormen wird die Zuammensetzung der Losung, die das mindestens eine Polymere 
enthait, geandert oder diese Losung langsam eingeengt. 

Was die Anderung der Zusammensetzung der LSsung, die das mindestens eine 
Polymere enthalt, anbelangt, so sind prinzipiell samtliche Verfahren denkbar, die 
25 geeignet sind, durch diese Anderung die Bindung zu erm5glichen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird der Losung, in der das mindestens 
eine Polymere enthalten ist, mindestens ein weiteres Liisungsmittel zugegeben, 
das hinsichtlich mindestens eines der Polymeren schlechtere LSsungsmitteleigen- 
30 schaften aufweist 
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In einer weiteren Ausfiihrungsform wird die Zusammensetzung der L5sung derart 
geandert, dass mindestens eine same oder mindestens eine basische Verbindung 
oder ein Gemisch aus zwei oder mehr davon zugegeben werden, durch die der 
pH-Wert der Losung so geandert wird, dass die Bindung mindestens eines der 
5 Polymeren erm5glicht wild. Selbstverstandlich ist es auch moglich, eine oder 
mehrere PufferlOsungen zuzugeben, durch die der pH-Wert der LSsung so gean- 
dert wird, dass die Bindung mindestens eines der Polymeren ermoglicht wird. 

Ferner konnen geeignete Verbindungen wie beispielsweise Salze, umfassend bei- 
10 spielswedse Metallkationen, oder geeignete organische Verbindungen zugegeben 
werden, durch deren Zusatz die Bindung mindestens eines der Polymeren erfolgt. 

Die LSsung, die das mindestens eine Polymelre enthalt, kann auch derart eingeengt 
werden, dass die Konzentration des mindestens einen Polymeren, das an das Tr&- 
15 gerinaterial gebunden werden soil, in der L5sung weitgehend konstant bleibt. Die- 
ses Einengen der L6sung erfolgt dann durch eine entsprechend langsame Verfah- 
rensfiihrung, durch die die Polymerkonzentration weitgehend konstant gehalten 
wird. 

20 Femer konnen zwei oder mehr der oben genannten Methoden unter EnschluB der 
Anderung der Temperatur in geeigneter Weise kombiniert werden. So ist es bei- 
spielsweise denkbar, sowohl die Zusammensetzung der LSsung wie beschrieben 
zu variieren und untersttltzend die Losung langsam einzuengen oder/und die 
Temperatur in geeigneter Weise zu variieren. 

25 

Je nach gewShlten Reaktionsbedingungen ist es denkbar, dass ein Polymeres oder 
mehrere, voneinander verschiedene Polymere auf das Tragennateiial aufgebracht 
werden. Unter anderem ist es denkbar, die Reaktionsbedingungen derart zu wah- 
len, dass zwei oder mehr voneinander verschiedene Polymere gleichzeitig auf das 
30 Tragennateiial aufgebracht werden, wobei eine Lage auf dem Tragennateiial ent- 
steht, die die zwei oder mehr voneinander verschiedenen Polymeren umfasst. 
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Werden zwei oder mehr voneinander verschiedene Tragermaterialien verwendet, 
so ist es denkbar, dass auf jedem Tragermaterial eine Lage eines Polymeres auf- 
gebracht wird, die ein Polymeres oder zwei oder mehr voneinander verschiedene 
Polymere umfassen kann. 

5 

Weiterhin ist es auch mdglich, dass in einem Schritt zwei oder mehr Lagen min- 
destens eines Polymeren auf das Tragermaterial aufgebracht werden, wobei die 
efrste Lage des Polymeren an das Tragermaterial gebunden ist, die zweite Lage des 
Polymeren an die erste Lage gebunden ist und gegebenfalls jede weitere Lage des 
10 Polymeren an die jeweils vorhergehende Lage gebunden ist. Dabei kann jede La- 
ge prinzipiell eine einzige Polymerart oder zwei oder mehr voneinander verschie- 
dene Polymere umfassen. 

Ferner kann gemSfi der zweiten Ausfuhrungsform eine Losung des mindestens 
15 einen Polymeren mit dem Tragermaterial bei Reaktionsbedingungen in Kontakt 
gebracht, bei denen die Losung des mindestens einen Polymers unter Theta- 
Bedingungen vorliegt. Hinsichtlich dieser Ausflihrungsforxn erfolgt das Aufbrin- 
gen des mindestens einen Polymeren auf das Tragermaterial ganz besonders be- 
vorzugt wShrend des Inkontaktbringens der Losung mit dem Tragermaterial. 

20 

Bevorzugt wird gemafi dem vorstehend beschriebenen Verfahren in einem ersten 
Schritt eine Lage mindestens eines Polymeren auf das Tragermaterial aufgebracht 
und auf diese erste Lage in einem zweiten Schritt eine zweite Lage und auf die 
zweite Lage gegebenfalls in einem dritten Schritt eine dritte Lage und so fort. Be- 
25 zttglich der geeigneten Methoden des Aufbringens sei auf obenstehende ausfUhrli- 
che Diskussion verwiesen. 

Unter dem Begriff Bindung des Polymeren an den Traper werden samtliche ko- 
valent-reversiblen, kovalent-irreversiblen und nicht-kovalenten Wechselwirkun- 
30 gen verstanden, ttber die das mindestens eine Polymer mit dem Tragermaterial 
oder/und mit einer gegebenfalls bereits auf das Tragermaterial aufgebrachten oder 
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gegebenenfalls auf einer Polymerlage aufgebrachten Polymerlage wechselwirken 
kann. 

DemgemaB konnen im Wesentlichen sSmtliche Polymere eingesetzt werden, die 
5 beispielsweise zur Ausbildung solcher nicht-kovalenten Wechselwirkungen in der 
Lage sind Hierbei ist es unter anderem denkbar, dass mindestens eine funktio- 
nelle Grttppe, uber die das Polymer mindestens eine dieser Wechselwirkungen 
ausbildet, im Polymerstrang selbst oder/und in mindestens einer Seitenkette des 
Polymerstrangs liegt. 

10 

Wechselwirkungen konnen jedoch auch beispielsweise Uber Kohlenwasserstoff- 
ketten und weitere Struktureinheiten, tiber die van der Waals-Wechselwirkungen 
aufgebaut werden konnen, erfolgen. 

15 Bezugjich der kovalent-reversiblen Wechselwirkung sind unter anderem beispiel- 
haft die Bindung iiber DisulfidbrUcken oder tiber labile Ester oder Imine wie bei- 
spielsweise Schiffsche Basen oder Enamine genannt. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform konnen samtliche der vorstehend beschriebe- 
20 nen Polymere oder/und Copolymere oder deren Gemische auch in underivatisier- 
ter Form auf den TrSger aufgebracht werden, solange gewahrleistet ist, dass sie, 
wie vorstehend beschrieben, zu mindestens einem Tragermaterial kovalente 
oder/und nicht-kovalente Wechselwirkungen ausbilden konnen. 

! 

25 Zur Derivatisierung des Polymeren, das auf den Trager aufgebracht ist, konnen 
dann die vorstehend beschriebenen Aktivierungs- imd Derivatisierungsschritte 
verwendet werden, an die sich noch Vernetzungsschritte anschliefien kSnnen, wie 
sie in der WO 00/32649 und WO 00/78825 beschrieben sind. 

30 In dieser Ausfuhrungsform ist das erfindungsgemafie Verfahren dann dadurch 
gekennzeichnet, dass vor der kovalenten Bindung der mindestens zwei unter- 
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schiedlichen Gruppen an das mindestens zwei gleiche oder verschiedenene funk- 
tionelle Gruppen aufweisende Polymere besagtes Polymers auf einen Trager auf- 
gebracht wird. 

5 In einer weiteren besonderen Ausfuhrungsform des Verf ahrens kann das minde- 
stens zwei gleiche oder verschiedenene funkdonelle Gruppen aufweisende Poly- 
mere auch durch Polymerisation oder Polykondensation mindestens zweier gleich 
oder verschieden funktionalisierter Monomerer direkt auf dem Trager erzeugt 
werden. 

Dabei konnen vorzugsweise olefinisch ungesattigte Momomere, die vorzugsweise 
OH-Gruppen, gegebenenfalls substituierte Amingruppen, SH-Gruppen, OSO3H- 
Gruppen, S0 3 H-Gruppen, OP0 3 H 2 -Gruppen, OP0 3 HR-Gruppen, PO3H2- 
Gruppen, P0 3 HR-Grappen, COOH-Gruppen und Gemische aus zwei oder mehr 
15 enthalten, wobei R vorzugsweise einen Alkylrest bedeutet, nach den bekannten 
Methoden miteinander in Anwesenheit des Tragermaterials polymerisiert werden. 
Auch kOnnen die Monomeren weitere polare Gruppen, wie beispielsweise -CN, 
enthalten. Weitere geeignete Monomere sind beispielsweise Ethylenimin, Allyla- 
rhin oder Vinylpyrrolidon. 

20 

Als Polymerisationstechniken seien vorzugsweise die Emulsions-, Suspensions-, 
Dispeisions- und FSllungspolymerisation genannt, wobei die Polymerisation in 
Gegenwart des Trager bzw. des Tragermaterials durchgeftihrt wird. Die Polymeri- 
sation kann durch die ublichen Methoden, beispielsweise durch Radikalstarter, 
25 wie Azoverbindungen oder Peroxide, durch kationische oder anionische Starter 
oder durch energiereiche Strahlung initiiert werden. 

In einer Ausfiihrungsfonn ist es moglich, die Polymerisation so durchzufiihren, 
dass keine Reaktion zwischen den entstehenden Polymerketten imd der Oberfla- 
30 che des Tragers stattfindet. Diese Ausfuhrungsform kann vorzugsweise dann an- 
gewendet werden, wenn als eines der mindestens zwei Monomeren ein hydrophi- 
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les Monomeres, wie beispielsweise Ethylenimin, Allylamin oder Vinylpyrrolidon, 
zum Einsatz kommt In Gegenwart eines hydrophilen Tragers, wie beispielsweise 
Kieselgel, wird das entstehende Polymere gewShnlich stark auf der Tragerober- 
fiache adsorbiert. 

5 

Zur ErhShung der Stabilitat des beschichteten Tragers, kann das Polymere auch 
mit dem Trager vernetzt werden. Dies kann vorzugsweise durch Erhitzen erreicht 
werden, wobei funktionelle Gruppen des zunachst adsorbierten Polymeren mit 
dem Trager bzw. funktionelle Gruppen des Tragers mit dem Polymeren reagieren, 
10 wobei die Biftdung eintritt. 

Es ist jedoch auch m6glich, die (Co)Polymerisation so durchzufuhren, dass das 
Polymere auf der Oberflache des Tragers direkt chemisch gebunden wird. Diese 
Ausfuhrungsform ist dann bevorzugt, wenn besonders stabile beschichtete Trager 

15 hergestellt werden soUen. Hierzu kann der Trager mit Gruppen versehen werden, 
die mit dem auf der Oberflache des Tragers gebildeten Polymerketten unter den 
Polymerisationsbedingungen reagieren. Moglich ist aber auch, dass funktionelle 
Gruppen des Polymeren mit der Oberflache des Tragers reagieren. Wird als Tra- 
germaterial Kieselgel verwendet, kdnnen beispielsweise Silanol-Gruppen, die sich 

20 auf der Oberflache des Kieselgels befinden, an der Polymerisation der mindestens 
zwei funktionalisierten Momomeren teilnehmen, wodurch Trager und Polymeres 
miteinander verankert werden. Auch ist es mSglich, beispielsweise Vinylsilane 
auf der Oberflache des Tragers zu verankern, deren Vinylgruppen an der Copoly- 
merisation der rbindestens zwei gleich oder verschieden funktionalisierten Mo- 

25 nomeren teilnehmen. 

Zur weiteren ErhOhung der Stabilitat der gebildeten stationaren Phase kaim die 
Polymerisation der zwei gleich oder verschieden funktionalisierten Monomeren 
auch in Gegenwart eines oder mehrerer Vernetzer durchgeflihrt werden. Vernet- 
30 zend wirkende Substanzen sind beispielsweise bifunktionelle Verbindungen, wie 
beispielsweise Divinylbenzol oder Ethylenglykoldiacrylat. 
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Auch konnen mindestens zwei gleich oder unterschiedlich fiinktionalisierte Mo- 
nomerbausteine, die vorzugsweise die vorstehend genannten Gruppen tragen, 
nach den bekannten Methoden miteinander in Anwesenheit des Tragermaterials 
polykondensiert werden. 

5 

Dabei konnen auch die Methoden und Reagenzien auf ONB-Cl-Basis, wie sie in 
der WO 00/32649 und WO 00/78825 beschrieben sind, zum Einsatz kommen. 

Die erhaltenen funktionalisierten Polykondensate konnen vorzugsweise vom Po- 
10 lyphenylen-, Polyester-, Polyamid-, Polyether-, Polyetherketon-, Polyethersulfon-, 
Polyurethan- oder Polysiloxylsilan-Typ sein. Es kfinnen bei diesem Reaktionstyp 
auch gemischte Polykondensate entstehen. Die Polykondensation kann dabei in 
Losung wie auch in der Schmelze durchgefuhrt werden. 

15 Bevorzugt werden Polykondensate vom Polyester-Typ verwendet. Diese kSnnen 
zur ErhShung der Stabilitat auch durch Zusatz weiterer polyfunktioneller Verbin- 
dungen, wie beispielsweise mehrwertiger Alkohole, beispielsweise Trimethy- 
lolpropan, Pentaerythrit oder Zucker, weiter vernetzt werden. Auch ist die Vernet- 
zung tiber polyfiinktionelle Isocyanate moglich, sofern die Polyester Gruppen 

20 aufweisen, die mit den Isocyanat-Gruppen reaktiv sind. Beispielsweise konnen 
Hydroxylgruppen-enthaltende Polyester mit Polyisocyanaten umgesetzt werden, 
wobei in die Polyester Urethan-Einheiten eingebaut werden. 

Das erhaltene beschichtete Tragermaterial kann dann beispielsweise aus der bei 
25 Polymerisation bzw. Polykondensation erhaltenen Reaktionsmischung durch Ab- 
filtrieren isoliert und durch Auswaschen mit geeigneten L6sungsmitteln von nicht 
auf der OberflSche des Tragermaterials gebundenen Polymer- bzw. Polykonden- 
sationspartikeln befreit werden. 

30 DemgemSB ist das erfindungsgemafie Verfahren auch dadurch gekennzeichnet, 
dass das mindestens zwei gleiche oder unterschiedliche funktionelle Gruppen ent- 
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haltende Polymere direkt auf dem Trager durch Polymerisation oder Polykonden- 
sation von mindestens zwei gleich oder verschieden funktionalisierten Monome- 
ren erzeugt wird. 

5 Es auch moglich, vorstehend beschriebene Polymerisation, die zur Beschichtung 
des Tragers fuhrt, analog zur bekannten „imprinting-Technik" in Anwesenheit des 
spater zu erkennenden Substrats durchzuftthren. Im Sprachgebrauch dieser Tech- 
nik wird fiir den Begriff Substrat auch haufig der Begriff Templat verwendet 

10 Vorausetzung fur diese Polymerisation ist, dass die mindestens zwei gleich oder 
verschieden funktionalisierten Monomeren bereits die zur Bindung befahigten 
Gruppen tragen. Vorzugsweise tragt dabei jedes Monomere eine dieser Gruppen, 
wobei die Gruppen unterschiedlich sind. 

15 Es ist aber auch m5glich, Monomere einzusetzen, die bereits mindestens zwei 
unterschiedliche zur Bindung befahigte Gruppen aufweisen. 

Vorzugsweise wird die Polymerisation in Gegenwart porenbOdender Substanzen 
durchgefQhrt 

20 

Zur Durchfuhrung der Polymerisation konnen die weiter oben beschriebenen Po- 
lymerisatinstechniken verwendet werden. 

Nach Herauslosen oder Heraussptilen des Substrats mit geeigneten L6sungsmit- 
25 teln wird in Stufe (ii) mindestens ein Sorbens mit einem vorgebildeten Wechsel- 
wirkungsraum fur das Substrat erhalten. 

Vorzugsweise werden fQr diese AusfUhrungsform die flir die Polymerisation ver- 
wendeten Monomeren so ausgewShlt, dass das auf dem Trager gebildete Polymere 
30 ein m5glichst steifes und hochvernetztes Geriist besitzt, damit der Wechselwir- 
kungsraum moglichst stabil ist Vorzugsweise werden daher als mindestens eines 
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der funktionalisierten Monomere Acrylsaure oder Methacrylsaure oder deren De- 
rivate oder Mischungen davon eingesetzt, die bekanntlich die Herstellung von 
Polymerisaten oder Copolymerisaten mit hohen GlasUbergangstemperaturen er- 
lauben. Als besonders gut flir diesen Zweck geeignete Monomere seien beispiels- 
5 weise Methacrylsaure und Ethylenglykoldimethaciylat genannt. 

Als weiteres Beispiel sei die Polymerisation von Methacrylsaure mit Hydroxye- 
thylacrylat genannt, wobei ein Polymeres erhalten wird, das als zur Bindung befa- 
higte Gruppen Carboxyl- und Hydroxylgruppen enthait. 

10 

Es ist aber auch moglich, die weiter oben beschriebene Polykondensation, die zur 
Beschichtung des TrSgers ftthrt, in Gegenwart des spater zu erkennenden Sub- 
strats durchzufiihren, wobei als Monomere solche Verbindungen eingesetzt wer- 
den, die bereits unterschiedliche zur Bindung befahigte Gruppen aufweisen. Vor- 
15 zugsweise weist dabei jedes Monomere eine dieser Gruppen auf , wobei die Grup- 
pen unterschiedlich sind. 

Es ist aber auch moglich, Monomere einzusetzen, die bereits mindestens zwei 
unterschiedliche zur Bindung befahigte Gruppen aufweisen. 

20 

Nach HerauslOsen oder Herausspulen des Substrats mit geeigneten Losungsmit- 
teln wird in Stufe (ii) mindestens ein Sorbens mit einem vorgebildeten Wechsel- 
wirkungsraum flir das Substrat erhalten. 

25 Demzufolge ist diese Ausfllhrungsform auch dadurch gekennzeichnet, dass das 
Polymere direkt auf dem TrSger durch Polymerisation oder Polykondensation 
mindestens eines Monomeren, das mindestens zwei unterschiedliche zur Bindung 
befahigten Gruppen aufweist, oder von mindestens zwei Monomeren, die jeweils 
mindestens eine zur Bindung befahigte Gruppen aufweisen, wobei besagte Grup- 

30 pen unterschiedlich sind, hergestellt wird, und die Polymerisation oder Polykon- 
densation in Gegenwart des spater zu bindenden Substrats stattfindet 
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Vorzugsweise erfolgt in den Ausftthrungsformen, in denen die Polymerisation 
oder Polykondensation besagter Monomerer direkt in Gegenwart des Tragers 
durchgefiihrt wird, in Gegenwart mindestens eines zweiten oder dritten Monome- 
ren, das keine zur Bindung befahigte Gruppe besitzt. Das mindestens eine zweite 
5 oder <fcritte Monomere hat dabei die Funktion eines Spacers. 

Es ist nicht unbedingt erforderlich, dass die zur Bindung des mindestens bivalen- 
ten Substrats an das mindestens eine Sorbens benStigten mindestens zwei unter- 
schiedlichen Gruppen gebundenen an ein Polymeres vorliegen. Es ist auch mog- 
10 lich, die Gruppen ohne Verwendung eines Polymeren in Stufe (ii) direkt auf der 
Oberflache des Tragers zu immobilisieren. 

Vorzugsweise wird die Immobilisierung direkt auf dem Trager dann durchgefiihrt, 
wenn dieser aus einem anorganischen Material aufgebaut istu Als anorganisches 
15 Material sind vorzugsweise Kieselgel oder Aluminiumoxid zu nennen. 

Vorzugsweise erfolgt die Immobilisierung ttber Aktivierungs- und/oder Silanisie- 
rungsreagenzien. Die VerkUpfung mit der Oberflache des Tragers kann auch unter 
Verwendung eines Spacers durchgefiihrt werden. 

20 

Vorzugsweise konnen als AktivierungsReagenzien die in der WO 00/32648 be- 
schriebenen eingesetzt werden, 

Silanisierungsreagenzien umfassen auch vorzugsweise solche Siliciumverbindun- 
25 gen, die eine Hydrosilylierungreaktion eingehen k6nnen. 

Vorzugsweise werden als Silanisierungsreagenzien Halogensilane, bevorzugt 
Chlorsilane, Alkoxysilane und Silazane eingesetzt 

30 Hierbei kann in einer Ausfiihrungsform eine Verbindung, die die zur Bindung des 
Substrats aufzubringende benfitigte Gruppe besitzt, zunachst mit einer geeigneten 
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Siliciumverbindung umgesetzt werden. Das Produkt kann anschlieBend mit Hy- 
droxyl-Gruppen, die sich auf der Oberflache des Tigers befinden, unter Ausbil- 
dung einer kovalenten Saueretoff-SiHcium-Bindung immobilisiert werden. Bei- 
spielsweise k5nnen Alkylreste, die auch gegebenenfalls substituiert sein konnen, 
5 beispielsweise mit Amino-, Harnstoff-, Ether-, Amid- und Carbamatgruppen, un- 
ter Verwendung alkylierter Silane auf diese Weise auf der Oberflache immobili- 
siert werden. 

Beispielsweise ist es auf diese Weise moglich, den 3-Aminopropylrest tiber ein 
10 Siliciumatom auf der Oberflache des Tragers zu immobilisieren. Die Aminogrup- 
pe kann dann weiter umgesetzt werden, beispielsweise mit Saurechloriden zu 
Amiden. Es k6nnen aliphatische, vorzugsweise aber aromatische Saurechloride 
verwendet werden, sowie aktivierte Bausteine, insbesondere ONB-aktivierte Bau- 
steine, wie sie beschrieben sind in der WO 00/32649 und WO 00/78825. 

15 

Beispiele fiir Siliciumverbindungen, mit denen Alkylreste auf den Trager aufge- 
bracht werden kdnnen, sind Methyl- und Octyltrichlorsilan, mit denen relativ kur- 
ze bzw. mitdere Alkylreste eingefuhrt werden konnen, sowie Octadecyl-, Doco- 
syl- und Tricontyltrichlorsilan, mit denen relativ lange Ketten eingefuhrt werden 
20 kfinnen. Mit 3-Aminopropyl-triethoxysilan ist beispielsweise die Einfuhrung eines 
eine Aminogruppe enthaltenden kurzkettigen Alkylrests m5glich. 
»- 

Femer ist auch die Verwendung von Silylglycidylethern moglich, die nach Hy- 
drolyse Diole bilden, die auch als Diolphasen bezeichnet werden. 

25 

Andererseits ist es auch m5glich, zunSchst die Oberflache des Tragers mit einer 
Siliciumverbindung umzusetzen, die noch eine oder mehrere funktionelle Gmp- 
pen besitzt. AnschlieBend konnen die zur Bindung ausgewahlten oder ermittelten 
Gruppen, die auf dem Trager immobilisiert werden sollen, tiber geeignete Verbin- 
30 dungen iiber die eine oder mehrere funktionellen Gruppen eingefuhrt werden. 
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Beispielsweise konnen zum Aufbringen auf die Oberflache des Tragers Silicium- 
verbindungen verwendet werden, die noch eine Doppelbindung besitzen. tJber 
besagte Doppelbindung konnen dann die die zur Bindung vorgesehenen Gruppen 
eingefiihrt werden konnen. Beispiele fiir geeignete Siliciumverbindungen sind 
5 Vinylsilan oder (Meth)Acryloxypropyltrimethoxysilan. 

Die beschriebenen Methoden konnen auch in Kombination verwendet werden. 

Gegebenenf alls kann die Anbindung der zur Bindung vorgesehenen Gruppen auch 
10 tiber einen Spacer erfolgen, wobei vorzugsweise eine kurzkettige Kohlenstofflcette 
zwischen der zu immobilisierenden Gruppe und dem TrSger eingebaut wird. Die 
Verkntipfiing von Triger und zu immobilisierender Gruppe kann vorzugsweise 
iiber geeignete Carbodiimide, wie beispielsweise Dicyclocarbodiimid, Diisopro- 
pylcarbodiimid, N-(^clohexyl-N < -2-(N-methylmorphoUno)-ethylcaAod^ 
15 toluolsulfonat, N-Ethyl-N*-(3-dimethylaminopropyl)carbo-diiinid-hydrocMori^ 
Chloroformiate, Carbonyldiimidazole oder Diisocyanate, wie Hexamethylendii- 
socyanat, erfolgen. Auch homo- oder heterotelechele Polyethylenglykole konnen 
verwendet werden. 

20 Bei Verwendung eines Spacers entsteht vorzugsweise eine burstenformige Phase, 
bei der die mindestens zwei unterschiedlichen zur Bindung befahigten Gruppen 
vorzugsweise entweder am Ende des Spacers und/oder seitlich am Spacer gebun- 
den sind. 

25 Demzufolge ist diese AusfUhrungsform auch dadurch gekeimzeichnet, dass in 
Stufe (ii) die mindestens zwei unterschiedlichen zur Bindung mit einem zweiten 
Substrat befahigten Gruppen uber ein Reagenz auf einen Trager auf gebracht wird, 
das ausgewShlt wird aus der Gruppe umfassend AktivierungsReagenzien, Silani- 
sierungsReagenzien und Spacer, oder Gemische aus zwei oder mehreren dieser 

30 Reagenzien. 
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Es hat sich ftir die substratspezifische Bindung als ungiinstig erwiesen, Sorbentien 
einzusetzen, die als die mindestens zwei unterschiedlichen zur Bindung befahig- 
ten Gruppen die beim Stand der Technik beschriebenen Gruppen aufweisen, nam- 
lich Hydroxylgruppen aus dem Kieselgelgerttst bzw. Silanol- und Alkylgruppen, 
die uber das Silanisierungsreagenz eingebracht werden. Somit ist eine Kombinati- 
on aus den Gruppen Hydroxyl, Silanol und Alkyl oder Hydroxyl und Alkyl oder 
Silanol und Alkyl, wobei die Gruppen jeweils an Kieselgel immobilisiert sind, 
von derErfindung ausgeschlossen. 

Besonders gut geeignete Gruppen im Sinne der Erfindung sind hingegen Gruppen 
wie der Phenyl-, der Hydroxyphenyl-, der Carboxyl-, der Amin- und der Amid- 
Rest sowie der Hydroxyl-, Indol-, Imidazol- und Guanidin-Rest. Vorzugsweise 
werden diese Reste Uber einen Spacer unter Ausbildung einer burstenfdrmigen 
Phase an die Oberflache des Tragers gebunden. 

Eine besonders bevorzugte AusfUhrungsform ist demzufolge dadurch gekenn- 
zeichnet, dass in Stufe (ii) die mindestens zwei unterschiedlichen zur Bindung mit 
einem zweiten Substrat befahigten Gruppen ausgewahlt sind aus der Gruppe be- 
stehend aus Phenyl-, Hydroxyphenyl-, Carboxyl-, Amin-, Amid-, Hydroxyl-, In- 
dol-, Imidazol- und Guanidin-Rest. 

Das nach den vorstehend beschriebenen Methoden hergestellte mindestens eine 
Sorbens kann nach den Ublichen Methoden zu vorzugsweise Folien, Filme, Mi- 
krotiterplatten oder Nanobeads verarbeitet werden. Vorzugsweise wird das min- 
destens eine Sorbens der Stufe (ii) im Nanoformat hergestellt und verwendet. 

Das zu bindende Substrat bzw. das aus einem Substratgemisch selektiv zu bin- 
dende Substrat wird nun in Stufe (iii) mit dem mindestens einen Sorbens in Konr 
takt gebracht. Dabei kann das Substrat bzw. das Substratgemisch in fester, flussi- 
ger oder gasfOrmiger Phase vorliegen, oder auch in Mischungen aus zwei oder 
mehr dieser Phasen. 
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Vorzugsweise liegen Substrat bzw, Substratgemisch in flussiger Phase vor. Ein- 
setzbar sind dabei Losungen wie auch Suspensionen oder Dispersionen des Sub- 
strats bzw. Substratgemischs. Als Fltlssigkeiten konnen sowohl Wasser wie auch 
organische Losungsmittel, Gemische organischer LSsungsmittel und Gemische 
5 umfassend Wasser und organische Losungsmittel verwendet werden. In alien 
Fallen kSnnen Puffer, Salze, Sauren, Basen oder Modifier, wie beispielsweise 
Ionenpaarreagenzien, in beliebiger Konzentration in der Hiissigkeit vorhanden 
sein. Vorzugsweise ist die Konzentration 10 mmolar bis 2 molar bezogen auf ei- 
nen liter Hiissigkeit. Vorzugsweise liegt das zu bindende Substrat in wSsseriger 
10 Form vor, beispielsweise als Korperfltissigkeit. 

Zur Priifung der Bindung bzw, des Bindungsverhaltens des Substrats an das Sor- 
bens konnen die bekannten Verfahren und Methoden herangezogen werden. Unter 
Bindung zwischen Sorbens und Substrat wird dabei vorzugsweise die nicht- 
15 kovalente Bindung verstanden. 

Unter nicht-kovalenter Bindung sind dabei vorzugsweise die eingangs beschrie- 
beneti Wechselwirkungeh zu verstehen. 

20 Es ist jedoch auch mSglich, dass das mindestens eine Substrat kovalent-reversibel 
oder kovalent-irreversibel an das mindestens eine Sorbens gebunden wird. 

Vorzugsweise eignen sich in Stufe (iv) zur Priifung der BindungsstSrke des min- 
destens einen zweiten Substrats an das mindestens eine Sorbens der Stufe (iii) 

25 chromatographische Verfahren und Auswertungsmethoden. Insbesondere zu nen- 
nen sind saulenchromatographische Verfahren, beispielsweise die bekannte 
HPLC-Methode. Das mindestens eine Sorbens wird hierbei als stationare Phase 
der Saule verwendet. Aus der Reihenfolge der eluierten Substrate kann unmittel- 
bar auf deren Bindungsstarke an das jeweils verwendete Sorbens geschlossen 

30 werden. Das am starksten gebundene Substrat wird zuletzt eluiert. 
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Es k5nnen Frontalanalysen durchgefiihrt werden, bei der verdunnte LSsungen des 
zu trennenden Substratgemischs kontinuierlich auf die stationSre Phase aufgege- 
ben werden. Das am stSrksten gebundene Substrat kann so von den weniger stark 
gebundenen unterschieden werden, da letztere zuerst im Eluat erscheinen. 

5 

Aber auch die bekannten Elutionstechniken sind durchfiihrbar, wobei relativ kon- 
zentrierte LOsungen des Substratgemischs auf den Saulenkopf aufgegeben und 
dann mit einem FlieBmittel eluiert werden. Die schwach gebundenen Substrate 
erscheinen zuerst im Eluat Das am stSrksten gebundene Substrat kann dann gege- 
10 benenfalls auch durch Verwendung eines starker eluierenden FlieBmittels vom 
Sorbens desorbiert werden. 

Vorteilhaft kann auch die Mikrocalorimetrie eingesetzt werden. Hierbei wird die 
bei der Bindung des Substrats an das Sorbens frei werdende Adsorptionswarme 
15 gemessen. 

Eine weitere vorteilhaft anwendbare Methode ist die Surface Plasmon Resonance- 
Methode, bei der die Resonanzfrequenz anregbarer Elektronen bestimmt wird, die 
von den physikalischen Eigenschaften der Grenzschicht von Substrat und Sor- 
20 bens, also auch der BindungsstSrke, abhangig ist. 

Vorteilhaft kann auch als Priifmethode Fluoreszenz-Labeling zum Einsatz kom- 
men, wobei die mit einem fluoreszierende Farbstoff markierten Substrate nur dann 
fluoreszieren, wenn sie mit dem komplementSren Rezeptor wechselwirken. 

25 

Eine weitere Methode ist die Enzyme Linked Immunosorbent Assay-Methode 
(Elisa), bei der beispielsweise Antigene, die an das Sorbens gebunden sind, durch 
Behandeln mit Immuiureagenzien nachgewiesen werden kOimen. Auch kompetiti- 
ve und nicht-kompetitive Assays sind einsetzbar, darunter Radioassays. 



30 
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Demgemafi ist diese Ausfiihrungsfonn der Erfindung dadurch gekennzeichnet, 
dass zur Priifung der Bindungsstarke des Substrate an das Sorbens in Stufe (iv) ein 
Verfahren ausgewahlt aus der Gruppe umfassend Chromatographic, Mikrocalori- 
metrie, Surface Plasmon Resonance, Huoreszenz-Labeling, kompetitive und 
5 nicht-kompetitive Assays, darunter Radioassay und Elisa verwendet wird. 

Aus der Bindungsstarke kann eine Aussage getroffen werden, welches der Sor- 
bentien beziehungsweise welche der darauf aufgebrachten Gruppen flir die Bin- 
dung des Substrate verantwortlich sind. Diese Methode erlaubt somit, das betref- 
10 fende Substrat zu isolieren, zu identifizieren und zu charakterisieren. Damit ist die 
Validierung von Funktion und Eigenschaften des Substrate moglich. 

Demzufolge ist das Verfahren zur selektiven Bindung besagten Substrate auch 
dadurch gekennzeichnet, dass es zusatzlich die Stufe (v) umfasst: 

15 

(v) Isolierung des mindestens einen zweiten Substrate. 

Weiter ist das Verfahren zur selektiven Bindung besagten Substrate auch dadurch 
gekennzeichnet, dass es zusatzlich die Stufe (vi) umfasst: 

20 

(vi) Charakterisierung und Identifizierung des mindestens einen zweiten Sub- 
strate. 

Die nach dem neuen Verfahren hergestellten Sorbentien eigenen sich insbesonde- 
25 re zur selektiven Bindung von nattirlichen Substraten oder natUrlichen Wirkstof- 
fen sowie synthetischer Wirkstoffe. Diesen Substraten und Wirkstoffen ist ge- 
meinsaln, dass sie einen Pharmakophor besitzen, also eine raumliche Anordnung 
von Gruppen, die die Grundlage fttr die biologische Wirkung in lebenden Orga- 
nismen bilden. Der Pharmakophor verankert den Wirkstoff in der Bindetasche des 
30 nattirlichen Rezeptors. Der Pharmakophor ist an ein Gerttst, das in der angelsach- 
sischen literatur auch als scaffold bezeichnet ist, verankert. 
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Natiirliche Substrate und Wirkstoffe umfassen vorzugsweise Aminosauren, Oli- 
gopeptide, Nukleotide, Nukleoside, Proteine, Glukoproteine, Antigene, Antigen- 
Detenninanten, Antikorper, Kohlenhydrate, Enzyme, Co-Enzyme, Fermente, 
Honnone, Alkaloide, Glykoside, Steroide, Vitamine, Metabolite, Viren, Mikroor- 
5 ganismen, Inhaltstoffe pflanzlicher und tierischer Gewebe, Zellen, Zellfragmente, 
Zellkompartimente, ZellaufschlUsse, Lectine, Flavyliumverbindungen, Havone 
und Isoflavone. 

Tm Rahmen der Erfindung ist es besonders interessant, natttrliche Rezeptoren und 
10 Enzyme oder sonstige Proteine mit pharmakologischer Wirksamkeit zu zerlegen, 
erfindungsgemaB mit ihrer Hilfe eine Kollektion von Sorbentien zu erstellen und 
erfindungsgemaB zu verwenden. Derartige Rezeptoren sind vorzugsweise intra- 
zellulare oder membranstandige Proteine, die synthetische oder nattirliche Wirk- 
stoffe zu binden vermogen. 

15 

Intrazelluiare Rezeptoren konnen aus Zytoplasina und aus Zellkernen erhalten 
werden. Solche Rezeptoren bzw. Sorbentien, die mindestens zwei bindende 
Gruppen dieser Rezeptoren enthalten, kdnnen zur selektiven Bindung von Stero- 
idhormonen, wie Glucocorticoiden, Mineralocorticoiden, Androgenen, Estroge- 
20 nen, Gestagenen, Vitamin-D-Hormonen, sowie von Retinoiden oder Schilddrii- 
senhormonen verwendet werden. 

Membranstandige Rezeptoren, deren bindende Gruppen erfindungsgemaB auf 
Sorbentien aufgebracht werden konnen, sind Guanin-Nukleotid-Protein- 
25 gekoppelte Rezeptoren, Ionenkanal-Rezeptoren sowie Enzym-assoziierte Rezep- 
toren. 

Zu der Gruppe der Guanin-Nukleotid-Protein-gekoppelten Rezeptoren gehSren 
fOr die medikamentose Therapie besonders wichtige Neurotransmitter- 
30 Rezeptoren, wie Adenosin- und adrenergene Rezeptoren, ATP-(P2Y-)-, Dopamin- 
, GABAb-, (metabotrope) Glutamat-, Histamin-, Muscarin-, Opioid- und Seroto- 
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nin-Rezeptoren. Auch Hormon- und Mediator-Rezeptoren, z. B. von Adiuretin, 
Glucagon, Somatostatin und Prostaglandin, zahlen zu dieser Gruppe. 

Ionenkanal-Rezepzoren umfassen ATP-(P2X-), GABA A -, (ionotrope) Glutamat-, 
5 Glycin-, 5-HT 3 - und Nicotin-Rezeptoren. 

Zu den Enzym-assoziierten Rezeptoren zahlen Rezeptoren mit Tyrosinkinase- 
Aktivitat, mit assoziierten Tyrosinkinasen, mit Guanylatcyclase-Aktivitat sowie 
Rez^ptor-Serin^/Threoninkinasen. 

10 

Synthetische Wirkstoffe umfassen vorzugsweise Pharmazeutika und Pflanzen- 
schutzmittel. 

Pharmazeutika sind beispielsweise Substanzen mit Wirkung auf das Nervensy- 

15 stem (Psychopharmaka, Schlafmittel, Analeptika, Analgetika, Lokal- und Allge- 
meinanasthetika, Muskelrelaxantien, Antikonvulsiva, Antiparkinsonmittel, Anti- 
metika, ganglionar angreifende Substanzen, am Symphatikus angreifende Sub- 
stanzen, am Parasympatikus angreifende Substanzen); mit Wirkung auf das Hor- 
monsystem (Hypothalmus-, Hypophysen-, Schilddrusen-, NebenschilddrQsen- und 

20 Nierenhormone, Thymushormone, das Inselorgan des Pankreas-, der Nebennie- 
ien-, der Gonaden-beeinflussende Substanzen); mit Wirkung auf Mediatoren (Hi- 
stamin, Serotonin, Eicosanoide, Piattchen-aktivierende Faktoren, Kinine); mit 
Wirkung auf das Herz-Kreislauf-System; mit Wirkung auf den Respirationstrakt 
(Antiasthmatika, Antitussiva, Expetorantien, Surfactant); mit Wirkung auf den 

25 Magen-Darm-Kanal (Verdauungsenzyme, Hepatika); mit Wirkung auf die Niere 
und ableitende Harnwege (Diuretika); mit Wirkung auf das Auge (Ophtalmika); 
mit Wirkung auf die Haut (Dermatotherapeutika); Substanzen zur Prophylaxe und 
Therapie von Infektionserkrankungen (antibakteriell wirksame Pharmaka, An- 
timykotika, Chemotherapeutika fur Viren- und Protozoenerkrankungen, Anthel- 

30 minthika); mit Wirkung auf maligne Tumoren (Antimetaboliten, Zytostatika, To- 
poisomerase-Hemmstoffe, Mitosehemmstoffe, zytostatisch wirksame Antibiotika, 
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Honnone und Hormonantagonisten); mit Wirkong auf das Immunsystem und im- 
munologisch wirksame Stoffe (Seren, Immunmodulatoren, Immunsuppressiva). 

Pflanzenschutzmittel sind beispielsweise Insektizide, Herbizide, Pestizide und 
Fungizide. 

Als beispielhafte Verbindungen und Verbindungsklassen synthetischer Wirkstoffe 
seien genannt Phenothiazine und Phenothiazinanaloge, Butyrophenone und 
Diphenylbutylpiperidine, Benzamide, Benzodiazepine, Hydoxytryptophane, Cof- 
feine, Amphetamine, Opioide und Morphine, Phetidine und Methadone, Salicyl- 
und Acetylsalicylsaurederivate, Arylpropionsaurederivate, Anthranilsaurederivate, 
Anilinderivate, Pyrazolderivate, Sulfapyridine, Hydroxychloroquin und Chloro- 
quin, Penicillamin, N-methylierte Barbiturate und Thiobarbiturate, Dipropylessig- 
sauren, Hydantoine, Dopamine, Noradrenolin und Adrenolin, Mutterkornalkaloi- 
de, Carbaminsaure-Derivate, Phosphorsaureester, Belladonna-Alkaloide, Hy- 
pophthalmushormone, HVL-Hormone, Hypophysenhinterlappenhormone, Thiou- 
racile und Mercaptoimidazole, Sulfonylharnstoffe, Histamine, Triptane, 
Prostaglandine, Dipyradimole, Hirudin und Hirudinderivate, Thiazide, Psoralene, 
Benzoylperoxid und Azeleinsaure, Vitamin A, Vitamin K, Vitamin Bi, B 2 , B6, 
Nicotinsaureamid, Biotin, Vitamin Bi 2 , Vitamin C, Halogenverbindungen, Alde- 
hyde, Alkohole, Phenole, N-haltige Heterocyclen, Pyrethrine und Pyrethroide, 
Phosphorsaureester, Thiophosphorsaureester, Carbaminsaureester, P-Lactame, 
Aminogylcoside, Tetracycline, Fluorcbinolone, Oxazohdinone, Diaminobenzyl- 
pyrimidine, Pyrazinamide, Griseofulvin, Aziridine, Actinomycine, Anthracycline, 
Zytokine, monoklonale und polyklonale Antikorper. Ferner kOnnen Antigen- 
Determinanten, Lectine, Havyliumverbindungen, Flavone und Isoflavone sowie 
Mono- und Oligosaccharide genannt werden. 

Die synthetischen Wirkstoffe konnen auch unter Verwendung natlirlicher Wirk- 
stoffe aufbereitet sein. Ferner umfasst der Begriff auch potenzielle Wirkstoffe 
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sowie Substanzen, die Pharmakophore tragen, sowie das Geriist (scaffold), an 
dem besagte Pharmakophore verankert sind. 

Wie eingangs bereits erwahnt, ist das neue Verfahren zur selektiven Abtrennung 
besagten Substrats insbesondere dazu geeignet, Informationen darilber zu erhal- 
ten, ob ein beliebiges Substrat mit einem nattirlichen Rezeptor tiberhaupt in 
Wechselwirkung treten kann. Umgekehrt ist es auch moglich, unter Verwendung 
von z. B. alien ftir die Substraterkennung relevanten Gruppen Bibliotheken von 
synthetischen molekularen Bereichen, also Epitopen, herzustellen, deren Be- 
standteile jeweils zwei, drei oder auch mehr unterschiedliche Wechselwirkung- 
stellen enthalten. Wenn man z. B, einen bekannten Wirkstoff in Kontakt mit die- 
sen synthetischen Rezeptorbibliotheken bringt, wird eine Wahrscheinlichkeitsaus- 
sage erhalten tiber die Art der Bindungsstelle am nattirlichen Rezeptor. 

Bei der Erfindung wird somit ein neues Komplementaritatsprinzip angewendet, 
das auf Seiten des Rezeptors bzw. Sorbens und auf Seiten des Substrats jeweils 
mindestens zwei unterschiedliche Reste von Verbindungen oder Gruppen, die in 
Verbindungen fllr die Bindung verantwortlich sind, umf assen. Vorzugsweise wer- 
den dabei die Verbindungen ausgewahlt aus der Gruppe umfassend Aminosauren, 
Zucker, Nukleotide, Nukleoside, Pyriniidin- und Purinbasen. 

Von alien mSglichen Kombinationen dieser bivalenten molekularen Bereiche un- 
tereinander ist allerdings nur eine kleine Auswahl kompatibel komplementar, d. h. 
in ihrer Wechselwirkung energetisch giinstig. Die Mehnsahl der Kombinationen 
ist energetisch ungiinstig, z. B. alle Paarungen von hydrophoben Resten einerseits 
und hydrophilen Resten andererseits, oder alle Reste, die sich abstoBen. 

Kompatibel sind beispielsweise die Kombinationen der zur Bindung befahigten 
paarweisen Gruppen OH-/Phenyl- mit Amino-/Alkyl-Rest, aber nicht OH- 
/Phenyl- mit Alkyl-/Amino-Rest, da nur die hydrophilen OH- und Amino-Reste 
sowie die hydrophoben Phenyl- und Alkylreste einander binden. Weitere kompa- 
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tible Kombinationen sind beispielsweise CarboxyWAmino- mit Amino- 
/Carboxylrest sowie Imidazol-/Hydroxyl- mit Amid-/Amid-Rest. Nicht- 
kompatibel im Sinne dieser Betrachtung ist die Kombination Hydroxyl-ZPhenyl- 
mit Alkyl-/Amino-Rest, da ein hydrophiler keinen hydrophoben Rest zu binden 
5 vermag. 

Bei zwanzig naturlichen Aminosauren ergeben sich fur Dublette von Bausteinen 
mit jeweils mindestens einer zur Bindung befahigten Gruppe insgesamt 380 Vari- 
anten. Fiir eine Bibliothek, die lediglich die sinnvollen Strukturvarianten beinhal- 

10 tet, braucht man allerdings wesentlich weniger dieser synthetischen Dublette von 
Bausteinen, die man auch als Dublett-Rezeptoren bezeichnen kann, weil bei einer 
Reihe von Aminosauren die Funktionalitat gleich ist, wie z. B. bei Threonin und 
Serin, bei Glutamin und Asparagin, bei Valin, Isoleucin und Leucin, usw.. Es ist 
daher im Allgemeinen ausreichend, von diesen zwanzig Aminosauren vorzugs- 

15 weise lediglich bis zu sieben Zu verwenden. 

Da die beweglich angebrachten Rezeptorgruppen im synthetischen Rezeptor ihre 
Raumkoordinaten entsprechend der Anforderungen des Substrats verandern k6n- 
nen, werden haufig fiir den gewflnschten Bindungszweck nicht die Aminosauren 
20 selbst mit ihren unterschiedlich langen Ketten benotigt, sondem nur das fiir die 
Wechselwirkung ben5tigte Prinzip. Tn diesem Sinn sind oftmals die Funktionen 
von beispielsweise Arginin, Lysin, Tryptophan und Histidin einfach durch Ami- 
nogruppen darsteDbar, vorausgesetzt, es wird nur die Basenfunktion benotigt. 

25 Werden beispielsweise von sieben Aminosauren lediglich vier Aminosauren oder 
das Prinzip dieser Aminosauren im Sinne der Erfindung verwendet, so ergeben 
sich nach Permutation insgesamt lediglich 35 verschiedene Kombinationen an 
Dublett-Rezeptoren. 

30 Weiterer Gegenstand der Erfindung ist somit auch eine kombinatorische Biblio- 
thek umfassend eine Kollektion von Sorbentien mit jeweils mindestens zwei un- 
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terschiedlichen Gruppen, die zur Bindung mindestens eines Substrats mit minde- 
stens zwei unterschiedlichen Gruppen geeignet sind, wobei die jeweils mindestens 
zwei unterschiedlichen Gruppen der Sorbentien und die des mindestens einen 
Substrats zueinander komplementar sind. 

5 

Diese kombinatorische Bibliothek ist vorzugsweise dadurch gekennzeichnet, dass 
die mindestens zwei unterschiedlichen Gruppen der Sorbentien und die minde- 
stens zwei unterschiedlichen Gruppen des mindestens einen Substrats ausgewShlt 
sind unter Gruppen, die Bestandteile unterschiedlicher Aminosauren, Zucker, Nu- 
10 kleotide, Nukleoside, Pyrimidin- oder Purinbasen sind. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform ist die kombinatorische Bibliothek dadurch 
gekennzeichnet, dass die Herstellung der Sorbentien die Stufen (i) und (ii) um- 
fasst: 

15 

(i) ErmitHung von mindestens zwei unterschiedlichen Gruppen, die zur Bin- 
dung eines ersten synthetischen oder nattlrlichen Substrats an ein Sorbens 
bfcfShigt sind, 

20 (ii) Aufbringen jeweils mindestens zweier unterschiedlicher zur Bindung mit 
einem zweiten synthetischen oder natiirlichen Substrat befahigten Gruppen 
auf jeweils einen Trager unter Bildung mindestens eines Sorbens, wobei es 
sich bei den Gruppen urn Gruppen handelt, die zu denen der Stufe (i) 
gleich oder komplementar sind, und das zweite Substrat der Stufe (ii) 

25 gleich oder verschieden vom ersten Substrat gemaB Stufe (i) ist. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist auch ein Sorbens-Substrat-Komplex, 
der bei der selektiven Abtrennung des Substrats erhalten wird. Dieser Sorbens- 
Substrat-Komplex umfasst mindestens ein Sorbens mit mindestens zwei unter- 
30 schiedlichen zur Bindung befahigten Gruppen und mindestens ein Substrat mit 
mindestens zwei unterschiedlichen zur Bindung befahigten Gruppen, wobei die 
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zur Bindung befahigten Gruppen des mindestens einen Sorbens und die des min- 
destens einen Substrats zueinander komplementar sind 

Vorzugsweise umf assen die mindestens zwei unterschiedlichen Gruppen des min- 
destens einen Sorbens und die mindestens zwei unterschiedlichen Gruppen des 
mindestens einen Substrats unterschiedliche Gruppen, die Bestandteil von Ami- 
nosauren, Zuckern, Nukleotiden, Nukleosiden, Pyrimidin- oder Purinbasen sind. 

Im Sorbens-Substrat-Komplex besteht die Bindung zwischen dem mindestens 
einen Sorbens und Substrat in einer nicht-kovalenten, kovalent-reversiblen oder 
kovalent-irreversiblen Bindung. Vorzugsweise ist die Bindung nicht-kovalent 
reversibel. 

Bin weiterer Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung des neuen ver- 
fahrens zur selektiven Bindung eines Substrats an Sorbentien durch mindestens 
bivalente Bindung und die Verwendung der kombinatorischen Bibliothek. 

Eine VerwendungsmSglichkeit besteht in der Detektion von Rezeptor-Wirkstoff- 
Wechselwirkungen sowie dem Wirkstoff-Screening. 

Vorzugsweise werden fur die Detektion von Rezeptor-Wirkstoff- 
Wechselwirkungen sowie fur das Wirkstoff-Screening die oben aufgefuhrten 
Wirkstoffe bzw. Wirkstoffklassen eingesetzt. 

Auch fur die Entwicklung neuer Wirkstoffkandidaten (Leadsubstanzen) kann die 
Erfindung vorteilhaft verwendet werden. Diese Leadsubstanzen kSnnen bezuglich 
ihrer Wirkung, Selektivitat, BioverfUgbarkeit, Pharmakokinetik und Toxizitat un- 
ter Verwendung des neuen Verfahrens bzw. der kombinatorischen Bibliothek op- 
timiert werden. 
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Dabei ist es auch denkbar, dass Wirkstoffkandidaten nur mit einem Abschnitt der 
biologischen Bindungsstelle in Wechselwirkung treten. Dutch Kombination und 
Veibindung von mindestens zwei solchen Wirkstoffkandidaten, die an wenigstens 
zwei Abschnitten der biologischen Bindungsstelle binden, kann man auf einfache 
Weise neue Wirkstoffe finden. Diese Wirkstoffsuche funktioniert auch unter 
Verwendung einer hochparallelisierter Verfahrensdurchfuhrung. 

Eine weitere Anwendungsm5glichkeit liegt in der Trennung stereoisomerer und 
strukturisomerer Verbindungen. 

Ferner ist die Reinigung und/oder Trennung von Substraten und Substratgemi- 
schen mSglich. 

Vorzugsweise erfolgt die Reinigung und/oder Trennung durch chromatographi- 
sche Methoden. Als weitere geeignete Methoden konnen Elektrophorese, Elektro- 
fokusierung, Flachgelelektrophorese, Parallelchromatographie, parallele 
Fiashchromatographie und Kapillartechniken genannt werden. Bei ausreichend 
hoher Selektivitat kann ein Substrat auch direkt aus dem gelOsten Gemisch durch 
Zugabe des Sorbens adsorbiert, ausgeriihrt und in Form eines Sorbens-Substrat- 
Kompexes abfiltriert werden. 

Weitere Anwendungsmoglichkeiten bestehen in der Entfernung von Schadstoffen 
und Abbauprodukten aus Stoffgemischen, wobei die Substanzen auch in sehr 
niedriger Konzentration vorliegen konnen. 

Vorzugsweise konnen Schadstoffe und Abbauprodukte aus KSrperflttssigkeiten, 
wie Blut, abgetrennt werden. Solche Schadstoffe und Abbauprodukte liegen bei- 
spielsweise bei Vergiftungen, als Stoffwechselprodukte oder Metabolite vor. Sie 
konnen biogener Natur sein und im Korper selbst gebildet, diesem aber auch von 
auBen zugeftihrt worden sein, beispielsweise fiber die Haut, ttber die Mund- 
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schleimhSute oder durch Injektion, beispielsweise in die Blutbahn. Zu Schadstof- 
fen und Abbauprodukten sind auch Schlangengifte und Rauschmittel zu zahlen. 

Vorzugsweise kiinnen die neuen Soibentien in Dialyseeinrichtungen eingesetzt 
5 werden. 

Ferner ist die Entfernung von Schadstoffen aus LOsungsmitteln, aus Prozessw&s- 
sern und aus Prozessen zur Lebensmittelherstellung moglich. 

10 Mit Efilfe der Erfindung konnen auch pharmakokinetische Untersuchungen, insbe- 
sondere zur Metabolisierung und Bioverfiigbarkeit durchgefuhrt werden. 

Das neue Verfahren zur selektiven Bindung kann auch vorteilhaft zur Abreiche- 
rung dynamisch kombinatorischer Bibliotheken verwendet werden. Hierbei wird 

15 zweckmaBigerweise so vorgegangen, dass aus einer Mischung, die neben einer 
Vielzahl von Edukten auch gewunschtes Substrat, vorzugsweise einen Wirkstoff, 
enthalt, letzteres im Sinne der Erfindung abgetrennt wird. Daraufhin wird sich in 
der Mischung das Gleichgewicht unter Bildung weiteren Substrats neu einstellen. 
Der Vofgang der Abtrennung wird dann so lange wiederholt, bis kein Substrat 

20 mehr gebildet wird. 

Die Erfindung soil durch die nachstehenden Beispiele erlautert werden. 

25 



30 
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Beispiel 1: Selekttve Bindung N-blockierter Aminosauren als Substrate an 
Sorbentien auf Basis Polyvinylamiii/Kieselgel durch mindestens 
bivalente Bindung 

5 Es wvirden die Retentionseigenschaften von acht verschiedenen Aminosaurederi- 
vaten (Substrate in Tabelle 1) an vier verschiedenen Sorbentien auf Basis Po- 
lyvinylamin/Kieselgel (Sorbentien in Tab. 2) untersucht, wobei als Analysenme- 
thode die Chromatograpbie gewahlt wurde. Die Sorbentien werden nachfolgend 
auch als stationare Phasen, synthetische Rezeptoren oder auch als Rezeptoren be- 

10 zeichnet, auch in den anderen Beispielen. 

Bei den Aininosaurederivaten handelte es sich urn Glutamin- (1-4) und Glutamat- 
Derivate (5-8), deren Aminogruppen jeweils mit den vier verschiedenen Schutz- 
gnippen Acetyl- (Ac), tert.-Butyloxycarbonyl- (Boc), Benzyloxycarbonyl- (Z) 
15 sowie Huoienyhnedioxycarbonyl- (Fmoc) blockiert waren. 



Tab. 1: Verwendete Substrate 



Glutaminderi- 



Glutamatderi- 



N-Schutzgruppe 



vate 



vate 




Ac-Gin 



1 



Ac-Glu 



5 



Ac 



H3C 



X 



AS 
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I_> VJL/ VJ 111 


Boc-Glu 6 


Boc 


CH 3 O 
HaCJT Jf 


Z-Gln 3 


Z-Glu 7 


Z 




Fmoc-Gln 4 


Fmoc-Glu 8 


Fmoc 





Bei den verwendeten Rezeptor-Phasen handelte es sich urn Polyvinylamin- 
beschichtetes, spharisches Kieselgel mit 20 fita PartikelgroBe und 1000 A Poren- 
durchmesser. Beim Beschichtungsvorgang entstand zunSchst die Amino-Phase A. 
Die derivatisierten Rezeptor-Phasen B bis D wurden durch Festphasensynthese 
nach bekannten Methoden aus der Amino-Phase A hergestellt. 



Tab. 2: Strukturen der verwendeten Rezeptor-Phasen 


Phasenbezeich- 
nung 


Phasenaufbau 


Phasenstruktur 


A BV 02043 


K1000-PVA-FA-2-5-Dod 
Amino-Phase 






B ND 03001#2 


K1000-PVA-FA-2-5-Dod-Ac-100 
Acetyl-Phase 




9 
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C ND 02031 


K1000-PVA-FA-2-10-Dod-MVS- 






100 






4-Methylvaleryl-Phase 








HgCT^CHs 


D ND 03017 


K1000-PVA-FA-2-5-Dod-BzlO- 






±\JKJ 






Benzyloxycarbonyl-Phase 





AUe Rezeptor-Phasen besaBen noch einen messbaren Gehalt an fteien Amino- 
grappen, die im protonierten Zustand ionische Wechselwirkungen mit geeigneten 
anionischen Grappen, z. B. Carboxylatgruppen, der Substrate eingehen konnten. 
5 Die Rezeptoren C und D enthielten zusStzlich einen fur lipophile Wechselwirkun- 
gen geeigneten Rest. 

Der Aminogruppengehalt der Rezeptoren wurde aus chromatographischen Durch- 
bruchskurven mit 10 mM 4-Toluolsulfonsaure in DMF bestimmt. Die ermittelten 
10 Mengen von Airdnogruppen pro Gramm Rezeptor-Phase sind in Tabelle 3 zu- 
sammengefasst. 



15 
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Tab. 3: Aminogruppengehalt der 
Rezeptor-Phasen 


Synthetischer 
Rezeptor 


Aminogrup- 
pen in mmol/g 


A BV 02043 


0,60 


B ND 03001#2 


0,03 


C ND 02031 


0,13 


D ND 03017 


0,16 



Als mobile Phase filr die chromatographischen Untersuchungen an den Substraten 
1 bis 8 wurde wassriger Tris-HCl-Puffer von pH 7,5 verwendet Die Elution er- 
folgte unter isokratischen Bedingungen bei Pufferkonzentrationen von 10 bis 500 
mM. 



Als MaB fiir die Starke der Wechselwirkung zwischen Substrat und Rezeptor in 
den jeweiligen PufferlSsungen wurde die anlagenunabhSngige, relative Elutions- 
grfisse k' (Kapazitatsfaktor) verwendet Sie berechnet sich aus der Differenz aus 
Elutioiisvolunien am Peakmaximum und Saulentotvolumen, dividiert durch das 
Saulentotvolumen, wie in nachfolgender Gleichung dargestellt: 



^ t= Elutionsvolumen — Saulentotvolumen 
Saulentotvolumen 



Die k'-Werte der Substrate in 10 bzw. 50 mM Tris-HCl-Puffer sind in den Tabel- 
len 4 und 5 zusammengestellt. 
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Tab. 4: k'-Werte der Substrate in 10 mM Tris-HCl-Puffer pH 7,5 



Rezeptor 


Relativer Elutionswert k' der Substrate 


Ac 


Boc 


Z 


Fmoc 


1 


5 


2. . 


6 


3 


7 


4 


8 


A 


9,5 


433 


8,8 


411 


15 


>715 


85 


>715 


B 


0,1 


0,2 


0,1 


0,3 


0,3 


0,3 


0,2 


1,6 


C 


1,3 


25,7 


3,6 


127 


12,5 


575 


419 


>715 


D 


1,4 


26,1 


2,1 


41,9 


9,7 


263 


297 


>715 



Tab. 5: k'-Werte der Substrate in 50 mM Tris-HCl-Puffer pH 7,5 



Rezeptor 


Relativer Elutionswert k' der Substrate 


Ac 


Boc 


Z 


Fmoc 


1 


5 


2 


6 


3 


7 




8 


A 


2,3 


33,2 


2,2 


34,4 


3,6 


62,9 


20,3 


478 


B 


0 


0 


0 


0 


0 


0,1 


0,2 


0,2 


C 


0,2 


2,3 


0,9 


9,9 


3,4 


37,6 


111 


562 


D 


0,3 


2,6 


0,5 


5,0 


2,5 


20 


78,4 


>715 



Der Vergleich der k'-Werte innerhalb und zwischen den TabeUen 4 und 5 lieferte 
folgende Beobachtungen und Interpretationen der Beobachtungen: 
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Beobachtung: Die acetylierte Rezeptor-Phase B (ND 03001#2) band selbst 
bei der niedrigsten Pufferkonzentration keines der Substrate in nennenswer- 
tem MaBe (k' < 1,6). 

Interpretation der Beobachtung: Dieser Rezeptor enthalt nur noch sehr we- 
nige Aminograppen fur mftgliche ionische Wechselwirkungen mit den Car- 
boxylatgruppen der Substrate. Weder die Acetylgruppen noch die Polyviny- 
laminketten der Rezeptor-Phase sind in der Lage nennenswerte lipophile 
Wechselwirkungen einzugehen. 

Beobachtung: Die Substrate mit zwei Carboxylatgruppen (5-8) banden in 10 
mM Puffer ca. 20 bis 40 mal starker als die entsprechenden Substrate mit riur 
einer Carboxylatgruppe (1-4). In 50 mM war die Bindung der Dicarboxylate 
noch 10 bis 25 mal starker als die der Monocarboxylate. 

Interpretation der Beobachtung: Offensichtlich bestehen ionische Wech- 
selwirkungen zwischen Carboxylatgruppen der Substrate und den Airdno- 
gruppen der Rezeptoren. Diese Wechselwirkungen fuhren bei Dicarboxylaten 
aufgrund der Bivalenz der Wechselwirkung zu sehr viel starkerer Bindung als 
bei Substraten mit nur einer Carboxylgruppe. Die Amidgruppe leistet im 
wassrigen Medium keinen nennenswerten Bindungsbeitrag. 

Beobachtung: Mit Erh5hung der Pufferkonzentration von 10 auf 50 mM ver- 
ringerten sich die Bindungsstarken, bei Monocarboxylaten urn einen Faktor 
von etwa vier, bei Dicarboxylaten urn einen Faktor von etwa zehn. 

Interpretation der Beobachtung: Auch dieses Ergebnis erklart sich aus io- 
nischen Wechselwirkungen, die bei hSherer Pufferkonzentration geschwScht 



-83- 



werden. Die Schwachung resultiert offenbar aus der Konkurrenz der Puffer- 
salze mit den Carboxylatgruppen der Substrate urn die Ammoniumgruppen 
des Rezeptors. Bei der starken Bindung der Substrate 5-8 wirkt sich die Kon- 
kurrenz der Puffersalze starker aus, da zwei Carboxylatgruppen davon betrof- 
fen sind. 



4. Beobachtung: Bei sonst identischen Substraten nahmen die k'-Werte mit der 
GroBe des organischen Restes der N-Schutzgruppe drastisch zu. Die GroBe 
dieses Bindungszuwachses war unabhangig von der Pufferkonzentration. 

Interpretation der Beobachtung: Damit ist gezeigt, dass neben den ioni- 
schen Wechselwirkungen zwischen den Carboxylatgruppen der Substrate und 
den Ammoniumgruppen der Rezeptoren zusatzlich lipophile Wechselwirkun- 
gen zwischen Substrat und Rezeptor vorhanden sind. Aus diesem Grunde 
wirkt sich die Bindungsverstarkung beim tJbergang von kleinen zu groBen 
organischen Resten in der N-Schutzgruppe besonders auf den Rezeptor- 
Phasen C und D aus, deren Rezeptorgruppen fur lipophile Wechselwirkungen 
besonders geeignet sind. 



Fazit: Mit den oben beschriebenen Experimenten lieB sich War nachweisen, dass 
die synthetischen Rezeptoren gleichzeitig zwei oder drei bindende Wechselwir- 
kungen nut entsprechenden Substrate eingehen konnen, vorausgesetzt Rezeptor 
und Substrat sind hinsichtlich ihrer funktionellen Gruppen entsprechend komple- 
mentar ausgestattet. 

Daraus kann gefolgert werden, dass durch Design eines entsprechend zu einer 
Zielsubstanz komplementSren Rezeptors sich Begleitsubstanzen oder Nebenpro- 
dukte leicht abtrennen lassen. Das MaB fur die Durchfuhrbarkeit der Trennung ist 
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der Quotient aus den k'-Werten, die Selektivitat alpha, die in nachstehender For- 
mel angegeben ist. 

Selektivitat: alpha = k 2 7k 1 ' 

Mit der Benzyl-Amino-Rezeptor-Phase D beispielsweise betrag alpha etwa 25 
(263/9,7) fur die chromatographische Trennung von Z-Gln (3) und Z-Glu (7) mit 
10 mM Tris-HCl-Puffer (pH 7,5) als mobiler Phase. 

Es konnte somit gezeigt werden, dass ein quantifizierbarer Zusammenhang be- 
stand zwischen den jeweils gezielt eingebrachten Molekiilresten und den Bin- 
dungsstarken. 



Beispiel 2: Bindung des Flavanons Naringenin als Substrat an Rezeptdr- 
Phasen der Firma instAction durch mindestens bivalente 
Bindung 

Die Wechselwiikung zwischen Naringenin (Abb. 1) und sieben verschiedenen 
Rezeptor-Phasen der Firma instrAction- (Tab. 6 und 7) wurde in Acetonitril als 
Losemittel gemessen. Fiir diese Messungen wurde die direkte Methode der 
Gleichgewichtsbestimmung im sog. ..Rulubecherversuch" angewendet. 
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Abb. 1: Naringenin 


OH O 






1 

OH 



Tab. 6: Verwendete Stationare Phasen 


Rezeptor-Phase 


Phasenaufbau 


Aminogrup- 
pen in 
mmol/g 


A BV 02051 


K1000-PVA-FA-2-5-Dod 


0,54 


C ND02048#2 


K1000-PVA-FA-2-5-Dod-MVS-100 


0,16 


D ND03017#3 


K1000-PVA-FA-2-5-Dod-BzlO-100 


0,10 


E ND 03033#2 


K1000-PVA-FA-2-5-Dod-ImAc-100 


0,53 


F ND 03049 


K1000-PVA-FA-2-5-Dod-Acrid9Car- 
100 


0,29 


G ND 03050 


K1000-PVA-FA-2-5-Dod-NaphCar- 
100 


0,23 


H ND 03062 


K1000-PVA-FA-2-5-Dod-iNic-100 


0,35 



Fifr die Riihrbecherversuche wurden genau gewogene Mengen Rezeptor-Phase (je 
ca 100 - 300 mg) in genau gemessenen Volumina Losemittel (15 mL) suspen- 
dierL Diesen Suspensionen wurden portionsweise genau gemessene Naringenin- 
mengen (z. B. 1,0 mL einer 10 mM Losung in Acetonitril) zugesetzt. Das Narin- 



-86- 



genin verteilte sich zwischen der Rezeptor-Phase und dem Liisemittel unter Ein- 
stellutig eines dynamischen Gleichgewichts. 

Die Lage des Gleichgewichts lieB sich dann exakt ermitteln, indem man die Na- 
5 ringenin-Konzentration im LOsemittel per Hochleistungsfltissigkeits- 
Chromatographie (HPLC) bestimmte, Hierbei erhielt man direkt die Stoffinenge 
des Naringenins in der fliissigen Phase (Acetonitril). Die Stoffinenge des Narin- 
genins an der Rezeptor-Phase berechnete sich als Differenz zwischen zugefiigtem 
Naringenin und in Losung befindlichem Naringenin. Bei jedem Riihrbecherver- 
10 such wurde das Gleichgewicht mit steigender Naringeninkonzentration im System 
mehrfach (6 - 12 mal) ennittelt. Die dabei eingetretenen Naringenin- und Lose- 
mittelzugaben sowie -entnahmen wurden sorgfaltig bilanziert und bei der Stoff- 
mengenberechnung beriicksichtigt. 



Tab. 7: Derivate der stationaren Phase 


Bezeichnung 


Kurzform 


Struktur 






Polymer^. 


4-Methylvaleriansauregruppe 


MVS 


H 3 cr^CH 3 


Benzyloxycarbonylgruppe 


BzlO 


Polymer^. 

6 
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Polymer-N^^^O 


44midazolylessisauregruppe 


ImAc 


<T 

H 






Polymer-N. 


Acridin-9-carbonsauregrappe 


Aciid9Car 




2-Naphthylcarbonsauregruppe 


Naphcar 


Polymer-N ^^^1 > ^ 5 *T' 






Po)ymer-N>. 


Isonicotinsauregruppe 


iNic 


0 



Bei jeder GleichgewichtseinsteDung erhielt man einen Punkt auf der Adsorption- 
sisothermen (Auftragung rezeptorgebundenes Naringenin [RS] gegen Naringenin 
in Losung [S]). Unter Verwendung des Langmuir-Modells fur Adsorptionsiso- 
thermen wurden die Gleichgewichtskonstanten fiir die Assoziation (Ka) und die 
maximale Beladbarkeit (R 0 ) durch nichtlineare Regression berechnet. 

Langmuir-Isotherme: [RS] = [Ro] x [S] / (1/K A + [S]) 

Bei besonders schwachen Wechselwirkungen versagte die Methode der nichtli- 
nearen Regression. In diesen Fallen wurden Ka und Ro durch lineare Regression 
aus dem Diagramm nach Scatchard ([RS]/[S] aufgetragen gegen [RS]) ermittelt. 
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In der Auftragung nach Scatchard stellen sich einfache Langmuir-Isothennen als 
Geraden dar. 

Scatchard Linearisierung: [RS]/[S] = -K A x [RS] + K A x [Ro] 

Ein wichtiger Vorteil der Auftragung nach Scatchard ist, dass Abweichungen von 
der Iinearitat sehr leicht entdeckt werden konnen. Solche Abweichungen konnen 
auf Rezeptor-Phasen hindeuten, die gleichzeitig Bindestellen verschiedener Bin- 
destarke und -anzahl aufweisen. 

Die Werte fur die Assoziationskonstante K A und die maximale Beladbarkeit R© 
sind in Tab. 8. dargestellt. 



Tab. 8: Assoziationskonstante K A und maximale Beladbarkeit Rq 



Rezeptor-Phase 


Derivat 


Wechselwirkung 


stark 


schwach 


Ka2 


R02 


K A i 


Roi 


A BV 02051 


100% Aminogruppen 


2121 


14,7 


931 


22,1 


C ND 02048#2 


MVS-100 


1302 


48,4 


760 


66,3 


D ND03017#3 


BzlO-100 






329 


29,2 


E ND03033#2 


ImAc-100 


6194 


4,9 






F ND 03049 


Acrid9Car-100 


2961 


19,5 


65 


243 


G ND 03050 


NaphCar-100 


1943 


38,5 


379 


91 


H ND 03062 


iNic-100 






778 


21,7 
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Beobachtungen und Interpretation der Beobachtungen: Naringenin konnte 
aufgrand seiner phenolischen Hydroxylgrappen polare Wechselwirkungen mit den 
primaren Aminogruppen der Amino-Phase A ausbilden. Im aprotischen Ldsemit- 
tel Acetonitril waren diese Wechselwirkungen gut messbar. Das Vorhandensein 
5 von starken (Ka2> und schwachen Bindestellen (K A i) kann so gedeutet werden, 
dass Naringenin offenbar die MOglichkeit besitzt, mono-, bi- und trivalente polare 
Bindungen einzugehen, entsprechend den drei vorhandenen Phenolgrappen. 

In den Rezeptof-Phasen C, D und G sind die meisten der primaren Aminogruppen 
10 von Phase A mit lipophilen Resten derivatisiert. Hatten diese Reste keinen Anteil 
an der Bindung des Naringenins, so mussten die Beladbarkeiten R 0 dieser Phasen 
sinken, entsprechend dem geringeren Aminogruppengehalt. Die Gleichgewichts- 
konstanten sollten etwa gleich bleiben, da die Art der Wechselwirkung sich ja 
nicht Sndem wurde. Tatsachlich stiegen die Beladbarkeiten zum Teil deutlich an, 
15 z. B. von 14,7 auf 38,5 mmol/g Phase fur den Naphthoyl-derivatisieiten Rezeptor 
(Rezeptor-Phasen A tfnd G). Dieses Resultat kann nur mit zusStzlichen Wechsel- 
wirkungen zwischen Naringenin und den Derivatisierungsgruppen erkSrt werden. 
Diesen drei Rezeptorgruppen gemein ist die Fahigkeit, lipophile Wechselwirkun- 
gen einzugehen. Naringenin seinerseits besitzt ebenfalls lipophile Molektilteile, 
20 um an solchen Wechselwirkungen teilzunehmen. 

Hieraus folgt, dass Naringenin mit den Rezeptor-Phasen C, D und G gleichzeitig 
polare Bindungen, namlich mit den noch verbliebenen Aminogruppen, und lipo- 
phile Bindungen, mit den Rezeptorgruppen MVS, BzlO bzw. NaphCar, realisieren 
25 konnte. Bemerkenswert ist der Umstand, dass diese lipophilen Bindungen in ei- 
nem organischen Losemittel (Acetonitril) beobachtet werden koimten. Dies be- 
deutet, dass zwischen Naringenin und den lipophilen Rezeptorgruppen Kontakte 
stattfinden, die sich energetisch gegenuber einer Solvatation der lipophilen Grup- 
pen mit einem organischen LOsemittel behaupten. 
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Die Assoziationskonstanten K A mit den Rezeptor-Phasen C, D und G setzen sich 
demnach aus Anteilen aus polaren und lipophilen Bindungen zusammen. Die As- 
soziationskonstanten sind hier durchweg geringer als bei der Amino-Phase A. 
Offenbar sind die lipophilen Bindungen schwacher als die polaren, was wiederum 
darauf zuriick gefuhrt werden kann, dass das verwendeten organische Losemittel 
(Acetonitril) relativ polar ist. 

Die Rezeptor-Phasen E, F und H enthalten Rezeptorgruppen, die sich sowohl an 
lipophilen als auch an polaren Bindungen beteiligen konnen - alle drei enthalten 
Aminogruppen, eingebettet in zumTeil ausgedehnten aromatischen Strukturen. In 
der Tat finden sich die beiden hSchsten K A -Werte bei den Rezeptor-Phasen E und 
F. Man darf annehmen, dass hier ein kooperatives Zusammenwirken der polaren 
und der lipophilen Bindungsanteile besonders begUnstigt war, wahrend in den 
Rezeptoren C, D und G lipophile Rezeptorgruppen auf Kosten von Aminogruppen 
eingebaut worden waren. 

Fazit: In diesem Beispiel wurde gezeigt, dass ein Substrat (Naringenin) in einem 
Losemittel gegenuber entsprechenden Rezeptor-Phasen verschiedene Bindungen 
eingehen kann. Bei geeigneter Wahl der Rezeptorgruppen in der stationaren Phase 
kOnnen gleichzeitig polare und lipophile Wechselwirkungen zur Bindung des Sub- 
strats.aktiviert werden. Entsprechend konnen Rezeptor-Phasen hergestellt werden, 
die fiir Bindung bestimmter Substrate oder Substratgruppen optimiert sind, indem 
verschiedene Bindungsmoglichkeiten gleichzeitig vorhanden sind und dadurch 
selektive Wechselwirkungsraume entstehen. 
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Beispiel3: Bindung von strukturell verwandten Benzolderivaten als 
Substrate an eine Rezeptor-Phase der Firma instr Action durch 
mindestens bivalente Bindung 



5 Die Wechselwirkung zwischen struktureU verwandten Benzolderivaten und einer 
instrAction Rezeptor-Phase C (ND 02048#2, K1000-PVA-FA-2-5-Dod-MVS- 
100) wurde in einem unpolaren organischen L5semittelgemisch gemessen. Neben 
deri 4-Methylvaleriansauregruppen (MVS) enthielt die Rezeptor-Phase C noch 
0,16 mmol/g Aminogruppen. Als Losemittel diente ein Gemisch aus Methyl-tert.- 

10 butylether/Heptan(lVolumenteil/3 Volumenteile). In diesem unpolaren Losemit- 
telgemisch waren vorwiegend polare Wechselwirkungen zu erwarten und anderer- 
seits waren alle Testsubstanzen darin gut 16slich. 



Die Assoziationskonstanten (Ka) und maximalen Beladbarkeiten (Ro) fur die 
15 Wechselwirkungen zwischen der Rezeptor-Phase und den Testsubstanzen wurden 
mit sogenannten , JRuhrbecherversuchen" ermittelt. 



Fiir die Ruhrbecherversuche wurden genau gewogene Mengen Rezeptor-Phase (je 
ca 200 - 350 mg) in genau gemessenen Volumina Losemittel (15 mL) suspen- 

20 diert Diesen Suspensionen wurden portionsweise genau gemessene Substratmen- 
gen zugesetzt. Das Testsubstrat verteilte sich zwischen der Rezeptor-Phase und 
dem Losemittel unter Einstellung eines dynamischen Gleichgewichts. Die Lage 
des Gleichgewichts lieB sich exakt ermitteln, indem man die Substratkonzentrati- 
on im LOsemittel per HochleistungsflUssigkeits-Chromatographie (HPLC) be- 

25 stimmte. Hierbei erhielt man direkt die Stoffxnenge des Substrats im Losemittel. 
Die Stoffmenge des Substrats an der Rezeptor-Phase berechnete sich als Differenz 
zwischen zugefttgtem und in Losung befindlichem Substrat. Bei jedem Rtihrbe- 
cherversuch wurde das Gleichgewicht mit steigender Substratkonzentration im 
System mehrfach (6 - 12 mal) ermittelt. Die Substrat- und LSsemittelzugaben und 
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-entnahmen wurden sorgfdltig bilanziert und bei der Stoffmengenberechnung be- 
riicksichtigL 

Bei jeder Gleichgewichtseinstellung erhielt man einen Punkt auf der Adsorption- 
5 sisothennen (Auftragung rezeptorgebundenes Substrat [RS] gegen Substrat in 
Losung [S]). Unter Verwendvmg des Langmuir-Modells fQr Adsorptionsisother- 
men wurde die Gleichgewichtskonstante fttr die Assoziation (Ka) und die maxi- 
male Beladbarkeit (Ro) durch nichtlineare Regression berechnet. 

10 Langmuir-Isotherme: [RS] = [Ro] x [S] / (1/K A + [S]) 

Bei besonders schwachen Wechselwirkungen versagte die Methode der nichtli- 
nearen Regression. In diesen Fallen wurden Ka und Ro durch lineare Regression 
aus dem Diagramm nach Scatchard ([RS]/[S] aufgetragen gegen [RS]) ermittelt. 
15 In der Auftragung nach Scatchard stellen sich einfache Langmuir-Isothermen als 
Geraden dar. 

Scatchard Linearisierung: [RS]/[S] = -K A x [RS] + K A x [Ro] 

20 Die erhaltenen Wechselwirkungsparameter Ka und Ro sind zusammen mit den 
Testsubstraten in Tabelle 9 dargestellt. 



25 
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Tab. 9: Verwendete Testsubstanzen und Bindungsresultate 


Substratname 


Substrat- 


Ka in L/mol 




struktur 


Ro in jmiol/g Phase 




CN 




4-Amino-3-nitrobenzonitril 


cx 


17700 + 2600 






3,5 ±0,3 










n 1 


405 ± 109 
12,9 ± 2,4 


4-Aminobenzonitril 


0 

NH 2 


19,6 ± 0,7 




CN 




Benzonitfil 


6 


27 ±14 

nichtgenau messbar 


Nitrobenzol 


(X 


Im verwendeten System 
unmessbar klein 



Ergebnisbetrachtungen: Aus Tabelle 9 ist ersichtlich, dass die Starke der Wech- 
selwirkung zwischen Testsubstanz und Rezeptor-Phase, reprasentiert durch die 
Assoziationskonstante Ka, mit der Anzahl der Substituenten am Benzolring zu- 
nahm. 
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Benzolderivate mit nur einem Substituenten wiesen Assoziationskonstanten von 
unter 40 L/mol auf, Werte, die im beschriebenen Messaufbau an der Erfassungs- 
grenze lagen. 

5 Ein zweiter Substituent am Benzolring brachte eine weitere Wechselwirkungs- 
moglichkeit ins TestmolekUl ein. Die beiden schwachen Wechselwirkungen ko- 
operierten und ergaben Assoziationskonstanten fur disubstituierte Benzolderivate, 
die sich naherungsweise als das Produkt der Assoziationskonstanten der monosub- 
stituierten Benzole darstellten. Es wurden demnach Ka Werte von 400 bis 1000 

10 L/mol erhalten. 

Der dritte Substituent am Benzolring multiplizierte die Assoziationskonstante des 
disubstituierten Benzols mit seinem eigenen, relativ schwachen Wechselwir- 
kungspotential (Ka ~ 20 - 40 L/mol), und man erhielt fur das trisubstituierte Ben- 
15 zol eine Assoziationskonstante von 17722 L/mol. 

Fur 4-Amino-3-nitrobenzonitril ist das Scatchard-Diagramm in Abb. 2 dargestellt. 
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Abb. 2: Scatchard-Diagramm fiir verschiedene Substratkonzentrationen [S] 
von 4-Amino-3-nitrobenzonitril 



Darin bedeuten: 



10 



a: Bereich trivalenter Wechselwirkungen 
[S] = 0,0044 - 0,043 mM 
Ka3 = 17722 L/mol 
Roa = 3,5 |jmol/g Phase 



b: Obergangsbereich trivalenter und bivalenter Bindungen 
[S] = 0,086- 0,30 mM 
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15 



20 




25 



KA2 = 2350L/mol 
Ro2= 16 pmol/g Phase 

c: Bereich bivalenter Wechselwirkungen 
[S] =0,40- 0,98 mM 
K A i = 855 L/mol 
Roi = 33 ^unol/g Phase 

Aus den Langmuir-Isothermen erhielt man nicht nur die Starke der Wechselwir- 
kung in Fonn der Assoziationskonstante Ka, sondern auch die Anzahl der Wech- 
selwirkungsstellen als maximale Beladbarkeit Ro. Die maximale Beladbarkeit fttr 
die trivalente Wechselwirkung war ca. fiinfmal geringer als Ro fur die bivalente 
Wechselwirkung. Dies ist unmittelbar verstandlich, da man annehmen kann, dass 
in der synthetischen Rezeptor-Phase weniger Bindestellen fur drei gleichzeitige 
Wechselwirkungen vorhanden sind als ftir zwei oder gar nur eine Wechselwir- 
kung. 4-Amino-3-nitrobenzonitril konnte zusatzlich zu den trivalenten Bindestel- 
len auch bi- und sogar monovalente Bindestellen besetzen; selbstverstandlich mit 
den diesen Bindestellen entsprechenden geringeren Bindestarken (Ka) und hohe- 
ren maximalen Beladbarkeiten (Ro). 



In Abbildung 2 ist dieser Sachverhalt illustriert: Bestimmte man die Parameter Ka 
und Ro mit sehr kleinen Substratkonzentrationen, so beobachtete man vorwiegend 
die starke, trivalente Wechselwirkung (Ka3 und R03). Die schwacheren mono- und 
bivalenten Bindestellen wurden aus solch verdtinnten Losungen noch nicht nen- 
nenswert besetzt. Bestimmte man Ka und Ro mit hoheren Substratkonzentrationen, 
erhielt man die Wechselwirkungsgrofien der schwScheren und zahlreicheren bi- 
valenten Bindestellen (z. B Kai und Roi). Starke Bindestellen waren unter diesen 
Substratkonzentrationen bereits gesattigt und leisteten nur noch einen konstanten 
Beitrag zur Adsorptionsisotherme. Monovalente Wechselwirkungen sind in Abb. 
2 nicht dargestellt 
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Generell beweist ein nach links ansteigender, gekriinimter Verlauf der Isothermen 
im Scatchard-Diagramm das gleichzeitige Vorhandensein von verschieden starken 
Bindestellen. 

Fazit: Mit den dargestellten, experimentellen Ergebnissen lieB sich zeigen, dass 
die Rezeptor-Phase C (Struktur K1000-PVA-FA-2-5-Dod-MVS-100) sowohl 
starke trivalente als auch schwachere, mono- und bivalente Wechselwirkungen mit 
3 - Amino-4-nitrobenzonitril eingehen kann. 

Substraten mit einer geringeren Anzahl von Substituenten gegenuber verhalt sich 
die gleiche Rezeptor-Phase entsprechend, d. h. die maximale Bindestarke richtete 
sich nach der Anzahl der Substituenten im Substratmolektil. 

Die Starke der Bindung konnte daraber binaus durch die subsutuentenabhangige 
Veranderung der permanenten und induzierten Dipole des SubstratmolekQls beein- 
flusst werden. 



Beispiel 4: Bindung von Steroiden als Substrate an Rezcptor-Phasen der 
Firma instrAction durch mindestens bivalente Bindung 

Die Bindung (Retention) von Estradiol und von Testosteron an eine lediglich 
Aminogruppen enthaltende Rezeptor-Phase A (SBV 01044 VD/4 in Saule PV 
02007) und an eine mit verzweigten Alkygruppen (4-Methylvaleriansaure) zu 27 
% derivatisierte Phase C (ND 02001/1 in Saule PV 02001) wurde mit Gradienten- 
HPLC bestimmt. 
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Fiir die Gradienten-HPLC wurden folgende Bedingungen verwendet: 
Neutrale Eluentien: 

Eluens A: 1 Volumenteil Dimethyfonnamid + 9 Volumenteile Wasser 
Eluens B: Dimethylformamid 

Saure Eluentien: 

Eluens A: 10 mM Trifluoressigsaure (TFA) in 1 Volumenteil Dimethy- 
fonnamid-+ 9 Volumenteile Wasser 

Eluens B: 10 mM Trifluoressigsaure in Dimethylformamid 

Gradientenprofll: Fur 5 Minuten konstant Eluens A mit einer FluBrate von 
0,2 mlVmin, dann Zurnischung von B mit 2 %/min bei 0,6 mL/min bis zur 
vollstandigen Substanzelution. 

Ln Gradienten eluiert die jeweilige Substanz dann, wenn die Gibbs-Energie fur 
den Losungsvorgang in der mobilen Phase die Rezeptor-Substrat- 
Bindungsenergie gerade ubertrifft. Die Gibbs-Energie AG der Rezeptor- 
Ldsungsmittelwechselwirkung geht ebenfalls in die Energie-Bilanz ein: Beim 
Vorgang der SubstratablSsung (Desorption) wegen der heheren Anzahl adsor- 
bierter kleiner Losungsmittelmolekule in der Regel mit einer Entropieabnahme AS 
sowie mit einer maBig negativen Wechselwirkungsenthalpie AH. 

Bei einer zweckmaBig aufgebauten Rezeptorphase ist wahrend der Substratbin- 
dung (Adsorption) die Wechselwirkungsenthalpie AH der L6sungsmitteladsorpti- 
on erheblich weniger negativ als der Beitrag der mehrvalenten Wechselwirkungs- 
enthalpie AH zwischen Rezeptor und Substrat. 
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Da die betrachteten Substanzen in Wasser schlecht und in DMF gut lSslich waren, 
war der zur Elution notwendige DMF-Gehalt der mobilen Phase ein grobes, je- 
doch einfach zu ermittelndes Mafi, um die Bindungsstarke mehrerer Substrate 
gegeniiber einem Rezeptor schnell zu vergleichen. 

Es wurde erwartet, dass sowohl Estradiol als auch Testosteron mit den Alkylgrup- 
pen der Rezeptor-Phasen lipopbile Wechselwirkungen eingehen, Estradiol sollte 
auBerdem zu einer salzartigen Phenol-Amin Bindung fahig sein. Die in Rezeptor- 
Phase C (ND 02001/1 in Saule PV 02001) vorliegende 4- 
Methylvaleriansauregruppe sollte auBerdem den lipophilen Bindungsanteil im 
Vergleich zur Aminophase A erheblich verstarken. 

Es Wurde prognostiziert, dass Estradiol im Gegensatz zu Testosteron eine biva- 
lente Bindung eingehen kann mit einem ionischen und einem lipophilen Anteil. In 
diesem Fall sollte Estradiol im verwendeten L5sungsmittelgradienten von der Re- 
zeptor-Phase C erheblich spater eluieren als Testosteron. Bei der Phase A waren 
hingegen insgesamt deutlich kOrzere Retentionszeiten zu erwarten sowie geringe- 
re Unterschiede im Elutionsverhalten von Testosteron und Estradiol. 

m Tabelle 10 ist der DMF-Anteil der mobilen Phase angegeben, der erforderlich 
war, um die Rezeptor-Substrat-Bindung zu biechen. 
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Tab. 10: Gradientenelution von Estradiol und Testosteron 


Substrat 


Wasser-DMF-Gradient 


10 mM TFA Wasser-DMF- 
Gradient 


Aminophase A 
PV 02007 


Rezeptor-Phase C 
PV 02001 


Aminophase A 
PV 02007 


Rezeptor- 
Phase C 

PV 02001 


Estradiol 


13,1 % 


46,7% 


11,3 % 


36,6% 


Testosteron 


10,0% 


18,5% 


10,0 % 


27,3 % 



1. Beobachtung: Die Ergebnisse zeigten, dass Estradiol bereits auf der Amino- 
phase A (PV 02007) starker band als Testosteron, was auf die zusatzliche ionische 
Wechselwirkung zur&ckgeflihrt werden konnte. Auf der alkylierten Phase C (PV 
02001) eluierte Estradiol erst bei 46,7 % DMF, was gegenuber der Grundphase 
eine Zunahme urn 33,6 Volumenanteile darstellte. Angesichts der Elutionskraft 
vc>n DMF entsprach dieses Ergebnis einer drastischen Bindungszunahme. Die 
Bindung von Testosteron nahm hingegen nur moderat auf 18,5 % DMF zu. 

2. Beobachtung: Wie zu erwarten war, nahm die Bindung von Estradiol ab, wenn 
seine ionische Wechselwirkungsmoglichkeit durch Protonierung der Aminogrup- 
pen an der stationSren Phase weitgehend ausgeschaltet wird, indem man der mo- 
bilen Phase 10 mM Trifluoressigsaure zufugte. 

Die Bindung von Testosteron wurde hingegen im sauren Medium gegentiber der 
Phase C maBig verstarkt und bliebt gegentiber der Phase A unverandert. Fur beide 
Substrate war denkbar, dass die wegen der Trifluoressigsaure im Eluens entstan- 
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denen Ammoniumgruppen des Rezeptors zusatzliche Wechselwirkungen einge- 
hen, die dem Amin nicht zur VerfUgung stehen. 

Insgesamt fiel auf, dass die Bindungsverstarkung an der Rezeptor-Phase erheblich 
5 grSBer ausfiel, wenn zwei unterschiedliche nicht-kovalente Wechselwirkungsarten 
genutzt wurden. Die Bindungsverstarkung durch VergrSBerung lediglich der lipo- 
philen Kontaktflache der aliphatischen Molekulteile war weniger ausgeprSgt 

| Diese Befunde wurden weiter gesttitzt durch Vergleich der Retention charakteri- 
10 stischer Strukturelemente des Estradioi-Moleklils. Mit solchen molekularen Son- 
den lieBen sich schnell umfangreiche HPLC-Tests durchfuhren. So band 
2-Naphthol an Phasen vom Typ C erheblich starker als Naphthalin und dieses 
wiederum besser als 1,23,4-Tetrahydronaphthol. Aus diesem Verhalten lieB sich 
wiederum der erwartete ionische Bindungsbeitrag ableiten, wShrend eine polare 
15 Bindung der alkoholischen OH-Gruppen im wSssrigen LSsungsmittel erwartungs- 
gemaB nicht erfolgte. 

Fazit: Die bivalente Bindung von phenolischen Steroiden auf alkyl- und amino- 
gruppenhaltigen Phasen wie C (PV 02001) war fur ihre Abtrennung von nicht 
aromatischen Steroiden vorteilhaft. Dabei wurden unter isokratischen Trennbe- 
dingungen o&-Werte (Trennselektivitaten) bis 10 erreicht. 

Auf dem schwach hydrophoben Ionenaustauscher A (PV 02007) war diese Tren- 
nung hingegen nicht mit zufriedenstellender Auflosung moglich. 

25 

Das dargestellte Prinzip lSsst sich verallgemeinern zur Trennung von phenoli- 
schen Substanzen von neutralen oder basischen Aliphaten, aber auch Aromaten. 
Darttber hinaus konnen auch mehrwertige Phenole gut getrennt werden. 
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Beipiel 5: Bindung yon Lactamen als Substrate an Rezeptor-Phasen der 
Firma instr Action durch mindestens bivalente Bindung 

Die Bindung von Methyl-phenylhydantoin (MPH) 1, Diphenylhydantoin (DPH) 2 
und Mefhyl-phenylsuccinimid 3 aus Chloroform zu einer Reihe von 80 % Amino- 
gruppen und 14 % Benzylgruppen (Vemetzungsgrad 5 %) enthaltenden Rezeptor- 
Phasen (z. B. PV 99047, PV 00010) wurde mittels Frontalanalyse bestimmt. 

Hierzu wurde die in HPLC Saulen (40 x 4 mm) gepackte Rezeptor-Phase mit 
Substratlosungen steigender Konzentration gespUlt bis zum jeweiligen SStti- 
gungsgleichgewicht. Aus der Flussrate, der Zeit bis zum Substanzdurchbruch und 
der Substriatkonzentration lassen sich, bei bekannt konstanter Substratkonzentrati- 
on [S] = [S 0 ], die jeweiligen Konzentratiorien an gebundenem Substrat [RS] be- 
rechnen, Aus den ftir 10-12 Substratkonzentrationen gemessenen Dxnrchbruchs- 
kurven konnten tiber die Adsorptionsisothennen bzw. die Scatchard-Diagramme 
die Bindungskonstanten K A und die Sattigungskonzentration [RJ bestimmt wer- 
den, wodurch sich die Bereiche bivalenter und monovalenter Bindung ermitteln 
lieBeh. 
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Durch die Losungsmittelwahl wurde sichergestellt, dass im Wesentlichen polare 
Wechselwirkungen erfasst werden, insbesondere Wasserstoffbruckenbindungen. 

Typische aufgefundene Werte sind unter a) bis c) angegeben. 

a) Bindung von MPH an Poly(benzyl-N-allyl-carbamat) auf Kieselgel, 6 Schich- 
ten, vernetzt (PAA-OBzll4-2Dod, PV 99047): 

Bereich bivalenter Bindung: 
K A = 12703 MT 1 
AG = 5,50 kcal/mol 
Ro = 12,0 umol/g 

Bereich monovalenter Bindung: 

K A = 221 M" 1 

AG = 3,14 kcal/mol 

Ro = 301,4 umol/g 

b) Bindung von DPH an Poly(benzyl-N-allyl-carbamat) auf Kieselgel, 6 Schich- 
ten, vernetzt (PAA-OBzll4-2Dod\ PV 00010): 

Bereich bivalenter Bindung: 
K A = 19880 MT 1 
AG = 5,76 kcal/mol 
Ro = 4,6 umol/g 

Bereich monovalenter Bindung: 

K A = 201 M" 1 

AG = 3,09 kcal/mol 
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Ro = 226,7 [xmol/g 

c) Bindung von MPS an Poly(benzyl-N-allyl-carbamat) auf Kieselgel, 3 Schich- 
ten, vernetzt (PAA-OBzll4-2Dod, PV 99047): 

5 

Bereich monovalenter Bindung: 

K A = 75-78 M" 1 

Ro = 96,5 -97,4 pmol/g 

0 1. Beobachtung: Fur die beiden Hydantoine 1 und 2 (MPH und DPH) wurden in 
umfangreichen Messteihen fiir mehrere Varianten der Rezeptor-Phasen (z. B. PV 
99047, PV 00010) bivalente Bindungskonstanten K A zwischen 6000 und 23000 
M" 1 ennittelt bei SSttigungsstoffinengen Ro zwischen 3 /xmol/g Phase und 12,6 
/xmol/g Phase. Dies deutete darauf hin, dass zwei WasserstoffbrQcken zum Amin 

15 ausgebildet werden konnten. Die monovalente Bindungskonstante lag zwischen 
109 und 221 MT 1 (Ro 239 - 301 /xmol/g). Fiir das Succinimidderivat hingegen 
wurden lediglich monovalente Bindungskonstanten von 75 bis 78 M7 1 gefunden 
mit einem S&ttigungswert Ro von 96 /xmol/g. Dies kann damit gedeutet werden, 
dass ein Succinimid nur eine WasserstoffbrUcke ausbilden kann, und deshalb nur 

20 zur monovalenten Bindung befdhigt ist. 

»■ 

2. Beobachtung: Die Bindungskonstante fiir eine bivalente Bindung ent- 
spricht recht gut dem Produkt der Werte der kombinierten monovalenten Bin- 
dungskonstanten. Die zugehorigen monovalenten Gibbs-Energien AG addieren 
25 sich naherungsweise. FUr eine einzelne Wasserstoffbruckenbindung einer Fun- 
firing-Lactamgruppe wurden in Chloroform bei 25 °C Gibbs-Energien AG zwi- 
schen 2,5 und 3,14 kcal/mol bestimmt, fiir die bivalenten H-Briicken 5,06 bis 5,88 
kcal/mol. Diese Werte iibertrefifen die anhand der literatur fiir das Lesungsmittel 
Chloroform erwarteten Daten (MPH: K A = 6014 MT 1 , AG = 5,06 kcal/mol, Ro = 
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3,2 nmol/g; DPH: K A = 7171 M~\ AG = 5,16 kcal/mol, Ro = 6,9 \imoVg und K A = 
145 M" 1 , AG = 2,90 kcaVmol, Ro « 264,0 nmol/g). 

Fazit: Damit konnte gezeigt werden, dass eine bivalente Bindungsverstarkung 
5 auch dann auftritt, wenn auf der Substratseite und auf der Rezeptorseite jeweils 
zwei gleichartige komplementSre Reste (binding-site residues) miteinander in 
Wechselwirkung treten, ahnlich wie bei Chelateffekten. Im genannten Fall waren 
dies die Amidgruppen des Substrates und die Amingruppen des Rezeptors. Dabei 
verhielten sich die Gibbs-Energien naherungsweise additiv, die Bindungskon- 
0 stanten multiplikativ. Nach diesem Prinzip lassen sich insbesondere Rezeptor- 
Phasen entwickeln, die sich fur die Trennung von homologen Substanzen oder 
von Substanzen mit unterschiedlicher Wertigkeit hinsichtlich der funktionellen 
Gruppen (z. B. ein- bis sechswertige Alkohole wie etwa Zucker) eignen. 

15 Beispiel 6: Bindung einiger C-blockierter Aminosauren als Substrate an 
Sorbentien auf Basis Polyvinylamin/Kieselgel als Sorbentien 
durch mindestens bivalente Bindung 

Es wurdeii die Retentionseigenschaften von 18 verschiedenen Aminosaurederi- 
0 vaten (Substrate in Tabelle 11) bei der Chromatographie auf sieben verschiedenen 
stationaren Phasen (synthetische Rezeptoren) untersucht. 

Bei den Aminosaurederivaten (1-18) handelte es sich urn Ester des Alanins, 
Leucins, Prolins, Lysins, Histidins, Phenylalanins, Tyrosins und des Tryptophans. 
25 Die Ester wurden gewahlt, urn unerwiinschte Wechselwirkungen der ionisierbaren 
Carboxylatfunktionen auszuschliefien. Von den Methylestern erwarteten wir kei- 
nen nennenswerten Wechselwirkungsbeitrag, ganz im Gegensatz zu den Benzyle- 
stern. 
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Tab. 11: Aminosaurederivate als Substrate 


Substrat 


Name 


Struktur 


1 


H-Ala-OMe 


HaC O — CH 3 


2 


H-Ala-OBzl 


H 3 C O ' 


3 


H-Leu-OMe 




4 


H-Leu-OBzl 




5 


H-Pro-OMe 




6 


H-Pro-OBzl 




7 


Z-Lys-OMe 




8 


H-Lys(Z)-OMe 
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9 


Boc-Lys-OMe 


HjC 




10 


H-Lys(Boc)- 
OMe 


H3C 


"Ha r 0 ci t 


11 


H-EKs-OMe 


O 

H 


> ' O CH 3 


12 


Bzl-His-OMe 




13 


H-Phe-OMe 




14 


H-Phe-OBzl 




15 


H-Tyr-OMe 




16 | 


H-Tyr-OBzl 
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17 


H-Trp-OMe 




18 


H-Trp-OBzl 





Bei den verwendeten Rezeptor-Phasen handelte es sich urn Polyvinylamin- 
beschichtetes, spharisches Kieselgel mit 20 fim PartikelgrSBe und 1000 A Poren- 
durchmesser. Beim Beschichtungsvorgang entstand zunachst die Amino-Phase A. 
Die derivatisierten Rezeptor-Phasen B bis K wurden durch Festphasensynthese 
aus der Amino-Phase A nach bekannten Methoden hergestellt. Die Phasen sind in 
Tab. 12 zusammengestellt. 



Tab. 12: Struktiiren der verwendeten Rezeptor-Phasen 


Phasen- 
bezeichnung 


Phasenaufbau 


Phasenstruktur 


A 

BV 03002 


K1000-PVA-FA-2-5-Dod 
Amino-Phase 




B 

ND 03001#2 


K1000-PVA-FA-2-5-Dod-Ac-100 
Acetyl-Phase 




C 

ND 03105 


K1000-PVA-FA-2-10-Dod-MVS-100 
4-Methylvaleryl-Phase 


HaCT^CHa 
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D 


KlOUO-PVA-JrA-z-D-lJoa-iiziu-iuu 




ND 03017#3 


Benzyloxycarbonyl-Phase 




I 


K1000-PVA-FA-2-5-Dod-BSr-100 




ND 02061#2 


Bemsteinsaure-Phase 




J 


K1000-PVA-FA-2-5-Dod-MVS-50- 




ND 03096 


BSr-50 

Phase mit 4-Methylvaleryl- und Bern- 






steinsauregruppen 




K 


K1000-PVA-FA-2-5-lJoa-JDZliJ«-DU- 




ND 03088 


BSr-50 

Phase mit Benzyloxycarbonyl- und 






Bemsteinsauregruppen 





Als mobile Phase fur die chromatograpbischen Untersuchungen wurde wassriger 
10 mM Tris-HQ-Puffer von pH 7,5 verwendet. 

Als MaB fUr die Starke der Wechselwirkung zwischen Substrat und Rezeptor in 
den jeweiligen Pufferlosungen wurde die anlagenunabhSngige relative Elutions- 
grosse k' (Kapazitatsfaktor) verwendet Sie berechnet sich aus der Differenz aus 
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Elutionsvolumen am Peakmaximum und Saulentotvolumen, dividiert durch das 
Saulentotvolumen. 



, , Elutionsvolumen - Saulentotvolumen 

Ir ~ ■ ■ ■ — ,— i . — 

Sciulentotvolumen 

Die k'-Werte der Substrate in 10 mM Tris-HCl-PufFer sind in Tabelle 13 zusam- 
mengestellt. 



Tab. 13: k'-Werte der Substrate in 10 mM Tris-HCI-Puffer | 


Substrat 


k'-Wert auf Rezeptor-Phase 


A 


B 


c 


D 


I 


J 


K 


1 


H-Ala-OMe 


0,0 


0,0, 


0,0 


0,2 


13,7 


8,7 


11,6 


2 


H-Ala-OBzl 


0,0 


0,0 


0,2 


2,1 


17,4 


13,4 


23,9 


3 


H-Leu-OMe 


0,0 


0,0 


0,0 


0,3 


12,5 


7,1 


10,4 


4 


H-Leu-OBzl 


0,0 


0,1 


6,3 


10,0 


13,1 


18,6 j 


41,7 


5 


H-Pro-OMe 


0,0 


0,0 


0,0 


0,4 




11,9 


15,9 


6 


H-Pro-OBzl 


0,0 


0,1 


0,2 


3,6 


21,7 


16,6 


34,4 


7 


Z-Lys-OMe 


0,0 


0,1 


0,0 


2,4 


19,7 


20,9 


61,5 


8 


H-Lys(Z)-OMe 


0,0 


0,1 


0,6 


6,5 


12,0 


11,5 


30,2 


9 


Boc-Lys-OMe 


0,0 


0,0 


0,0 


0,4 


14,3 


11,9 


20,2 


10 


H-Lys(Boc)- 
OMe 


0,0 


0,0 


0,1 


0,5 


9,0 


5,3 


9,8 


11 


H-ffis-OMe 


0,0 


0,0 


0,0 


0,3 


18,2 


5,7 


13,8 
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12 


Bzl-His-OMe 


0,0 


0,0 


0,5 


1,2 


4,5 


1,9 


3,7 


13 


H-Phe-OMe 


0,0 


0,0 ! 


0,1 


0,2 


6,5 


1,7 


3,2 


14 


H-Phe-OBzl 


0,1 


0,1 


12,6 


39,0 


7,3 


12,3 | 


39,4 


15 


H-Tyr-OMe 


0,0 


0,2 


0,7 


1,0 


8,7 


4,8 


6,5 


16 


H-Tyr-OBzl 


0,1 


0,3 


16,7 


20,3 


9,4 


16,3 


16,5 


17 


H-Trp-OMe 


0,5 


0,2 


1,0 


4,4 


12,5 


10,7 


17,7 


18 


H-Trp-OBzl 


0,8 


0,3 


49,6 


55,4 


16,6 


49,5 


186,4 



1, Beobachtung: In Beispiel 1 wufden k* -Werte von AminosUvirederivaten mit 
Carboxylatgruppen auf Amino-Phasen untersucht Die Monocarboxylate Ac-Gin 
1 und Boc-Gln 2 aus Beispiel 1 erzielten auf einer Amino-Phase (BV 02042) k'- 

5 Werte von 9,5 und 8,8. Im vorliegenden Beispiel 6 erhielt man fOr einfache Mo- 
noamine wie H-Ala-OMe 1 und H-Leu-OMe 3 auf der Carboxylat-Phase I k*- 
Werte von 13,7 und 12,5. 

Interpretation der Beobachtung: Beim Vertauschen der Wechselwirkungsgrup- 
10 pen in Substrat und Rezeptorphase andern sich die k* -Werte nur wenig. Dies war 
zu erwarten, da die Starke der Bindung von der Richtung der Bindung unabhSngig 
sein sollten. Fiir deh planvollen Einsatz von Wechselwirkungsgruppen ist es 
wichtig, dass eine vergleichbare Bindung stattfindet, unabhSngig welche der 
Gruppen sich fixiert im Rezeptor oder mobil in Substrat befindet. 

15 

2. Beobachtung: Auf der Amino-Phase A und der Acetamido-Phase B trat prak- 
tisch keine Retention der Substrate auf. 
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Interpretation der Beobachtung: Die Rezeptorphasen A und B enthalten keine 
Rezeptorgruppen, mit denen im gewahlten Puffer eine nennenswerte Wechsel- 
wirkung zu den Substraten moglich ware. Entsprechend lagen die k'-Werte urn 
Null. Diese Phasen lassen sich als Nullpunkte auf einer relativen Wechselwir- 
kungsskala verwenden. Der lipophile Einfluss des Polymergeriistes kann in der 
Bindungsbilanz vernachlassigt werden. 

3. Beobachtung: Alle Substrate zeigten deutlich Retention auf der Carboxylat- 
- Phase I. Die k'-Werte liegen zwischen 4,5 und 21,7, 

Interpretation der Beobachtung: Alle untersuchten Substrate enthalten minde- 
stens eine Aminogruppe. Diese Aminogruppe ist bei pH 7,5 weitgehend protoniert 
und kann starke ionische Wechselwirkungen mit den Carboxylat-Anionen der 
Phase eingehen. 

4. Beobachtung: Die Rezeptorphasen C und D zeigten geringe Retention mit 
Substraten, die eine einzelne lipophile Teilstruktur enthielten, z. B. 2, 6, 7, 8, 15 
oder 17. Starke Retention (k'-Werte > 8) fanden sich mit Substraten, die minde- 
stens zwei groBere lipophile Moleklilteile besaBen, wie 4, 14, 16 und 18. Dabei 
war die Bindung zur aromatischen Rezeptorphase D in jedem Fall grftBer als zur 
Alkyl-Rezeptorphase. 

Interpretation der Beobachtung: Die Rezeptorphasen C urid D kOnnen nur lipo- 
phile Wechselwirkungen eingehen. Diese Bindungen sind verghchen mit ioni- 
schen Wechselwirkungen relativ schwach. Monovalente lipophile Wechselwir- 
kungen liegen im gewahlten Puffer daher oft an der Nachweisgrenze. Substrate 
mit zwei ausgedehnten lipophilen Resten weisen in Folge der lipophilen Kontakt- 
flSche eine erhehte Retention auf. 
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5. Beobachtung: Der groBte k'-Wert fllr das jeweilige Substrat fand sich in den 
meisten Fallen auf der Rezeptor-Phase JL 

Interpretation der Beobachtung: Die Rezeptorphase K enthalt zu etwa gleichen 
molaren Anteilen Carboxylat- und BenzyloxycarbonylgrUppen, d. h. Rezeptor- 
gruppen fiir ionische und fiir lipophile Wechselwirkungen. Da die Gesamtzahl der 
Wechselwirkungsgruppen etwa jener der sortenreinen Rezeptorphasen C, D oder I 
entspricht, sollte man auf der gemischten Rezeptorphase K einen k*-Wert erwar- 
ten, der zwischen den k'-Werten der Phasen D und I liegt Die gefundenen, hohen 
k'-Werte auf der gemischten Rezeptorphase zeigen, dass in diesen Fallen ionische 
und lipophile Bindungen gleichzeitig stattfinden und damit ein gemischter, biva- 
lenterBindemodus vorliegt 

Wegen der Starke von 7Mt-Kontakten zwischen Aromaten ist die Bindung aller 
Substrate, die einen aromatischen Rest aufweisen zur benzylguppenhaltigen Phase 
K starker als zur Phase J mit verzweigtem Alkylrest. 

Fazit: Mit den oben beschriebenen Experimenten lieB sich klar nachweisen, dass 
man Wechselwirkungen zwischen einem Substrat und einer Rezeptorphase durch 
geeignete Wahl sortenreiner Rezeptorgruppen gezielt ein- und ausschalten konnte. 
Zur Regulierung von Affinitat und Selektivitat kGnnen zusatzlich die Losungs- 
mittelzusammensetzung, die Ionenstarke und der pH-Wert variiert werden. 

Besitzt ein Substrat zwei lipophile Molektilteile, so kann es bivalent mit der Re- 
zeptorphase wechselwirken, was zu einer deutlichen Verstarkung der Bindung 
fuhrt. In diesem Fall handelte es sich urn den Fall einer bivalenten Wechselwir- 
kung gleichen Typs. 
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Es konnte auch gezeigt werden, dass bivalente Wechselwirkungen verschiedenen 
Typs (ionisch und lipophil) moglich sind, wenn sowohl die Rezeptorphase als 
auch das Substxat entsprechend komplementare Gruppen enthalten. Auch hierbei 
kommt es zu einer selektiven Bindungsverstarkung. 

Durch Design eines entsprechend zu einer Zielsubstanz komplementaren Rezep- 
tors lassen sich Begleitsubstanzen oder Nebenprodukte leicht abtrennen. Das MaB 
fUr die DurchfOhrbarkeit der Trennung ist der Quotient aus den k'-Werten, die 
Selektivitat alpha. 

Selektivitat: alpha = k 2 '/ki' 

Mit der Benzyl-Rezeptor-Phase D beispielsweise ware eine chromatographische 
Trennung von Boc-Lys-OMe (9) und H-Lys(Boc)-OMe (10) kaum mOglich. Auf 
der Carboxylat-Rezeptorphase I ergab sich ein alpha-Wert von 1,59. Die ge- 
mischten Rezeptorphasen J und K zeigten bereits alpha-Werte von 2,25 und 2,06. 
Dies bedeutete, dass die chromatographische Trennbarkeit eines Gemischs durch 
geeignetes Design der Rezeptorphase signifikant verbessert wird. 
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15.Dezember2003 

instrAction GmbH 1100201 MR/ABB 



Patentanspriiche 



1. Verfahren zur Herstellung mindestens eines Sorbens mit mindestens zwei 
unterschiedlichen zur Bindung befahigten Grappen zur selektiven Bindung 
eines Substrate, dadurch gekennzeichnet, dass es die Stufen (i) bis (ii) um- 
fasst: 

(i) Ermitflung von mindestens zwei zur Bindung mit einem Sorbens 
befahigten Gruppen aus einem synthetischen oder natiirlichen er- 
sten Substrat, 

(ii) Aufbringen jeweils mindestens zweier unterschiedlicher zur Bin- 
dung mit einem zweiten synthetischen oder natiirlichen Substrat be- 
fahigten Gruppen auf jeweils einen TrSger unter Bildung minde- 
stens eines Sorbens, wobei es sich bei den Gruppen urn die glei- 
chen Gruppen der Stufe (i) oder dazu komplementare oder nicht- 
komplementare Gruppen handelt, und das zweite Substrat der Stufe 
(ii) gleich oder verschieden vom ersten Substrat gemaB Stufe (i) ist 

2. Verfahren zur selektiven Bindung eines Substrate mit mindestens zwei 
unterschiedlichen zur Bindung befahigten Gruppen an mindestens ein Sor- 
bens, dadurch gekennzeichnet, dass es die Stufen (i) bis (iv) umfasst: 

(i) Ermittlung von mindestens zwei zur Bindung mit einem Sorbens 
befahigten Gruppen aus einem synthetischen oder natiirlichen er- 
sten Substrat, 
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(ii) Aufbringen jeweils mindestens zweier unterschiedlicher zur Bin- 
dung mit einem zweiten synthetischen oder naturlichen Substrat be- 
fahigten Gruppen auf jeweils einen TrSger unter Bildung minde- 
stens eines Sorbens, wobei es sich bei den Gruppen urn die glei- 
chen Gruppen der Stufe (i) oder dazu komplement&re oder nicht- 
komplementare Gruppen handelt, und das zweite Substrat der Stufe 
(ii) gleich oder verschieden vom ersten Substrat gemaB Stufe (i) ist. 

(iii) Inkontaktbringen mindestens eines zweiten Substrats, das gleich 
oder verschieden vom ersten Substrat sein kann, mit mindestens ei- 
nem Sorbens der Stufe (ii), 

(iv) Prttfung der BindungsstSrke des mindestens einen zweiten Sub- 
strats an das mindestens eine Sorbens der Stufe (iii). 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Er- 
mittlung in Stufe (i) das Zerlegen eines synthetischen oder nattirlichen er- 
sten Substrats in mindestens zwei Bausteine mit mindestens zwei zur Bin- 
dung mit einem Sorbens befahigten Gruppen umfasst. 

9 Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass ein Baustein 
mindestens zwei unterschiedliche zur Bindung befahigte Gruppen besitzt. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das mindestens eine erste Substrat gleich dem mindestens 
einen zweiten Substrat ist, und die jeweils mindestens zwei unterschiedli- 
chen zur Bindung mit dem zweiten Substrat befahigten Gruppen unter sol- 
chen ausgewahlt werden, die komplementSr zu den in Stufe (T) ermittelten 
Gruppen sind 
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Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass das mindestens eine erste Substrat vefschieden vom mindestens einen 
zweiten Substrat ist, und die jeweils mindestens zwei unterschiedlichen zur 
Bindung mit dem zweiten Substrat befahigten Gruppen unter solchen aus- 
gewahlt werden, die komplementar zu den in Stufe (i) ermittelten Gruppen 
sind. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass die mindestens zwei zur Bindung mit dem mindestens einen zweiten 
Substrat befahigten Gruppen ausgewahlt werden unter den gemaB Stufe (i) 
ermittelten Gruppen. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Auswahl mindestens zweier zur Bindung mit einem Sor- 
bens befahigten Gruppen aus einem synthetischen oder natiirlichen ersten 
Substrat in Stufe (i) zu zwei Bausteinen mit jeweils mindestens einer zur 
Bindung mit dem Sorberis befahigten Gruppe fiihrt und in Stufe (ii) ein 
Sorbens erhalten wird; oder die Auswahl mindestens zweier zur Bindung 
mit einem Sorbens befahigten Gruppen aus einem synthetischen oder na- 
tiirlichen ersten Substrat in Stufe (i) zu drei Bausteinen mit jeweils minde- 
stens einer zur Bindung mit dem Sorbens befahigten Gruppe fiihrt und in 
Stufe (ii) mindestens drei Sorbentien erhalten werden; oder die Auswahl 
mindestens zweier zur Bindung mit einem Sorbens befahigten Gruppen 
aus einem synthetischen oder nattirlichen ersten Substrat in Stufe (i) zu 
vier Bausteinen mit jeweils mindestens einer zur Bindung mit dem Sor- 
bens befahigten Gruppe fiihrt und in Stufe (ii) mindestens sechs Sorbentien 
erhalten werden. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die mindestens zwei unterschiedlichen zur Bindung befa- 
higten Gruppen des mindestens einen Sorbens ausgewahlt werden unter 
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Gruppen, die Bestandteil von Aminosauren, Zuckern, Nukleotiden, Nu- 
kleosiden, Pyrimidin- und Purinbasen sind. 



10. 



11. 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die mindestens zwei unterschiedlichen zur Bindung befd- 
higten Gruppen des mindestens einen zweiten Substrats ausgewShlt wer- 
den unter Gruppen, die Bestandteil von Aminosauren, Zuckern, Nukleoti- 
den, Nukleosiden, Pyrimidin- und Purinbasen sind. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die jeweils mindestens zwei unterschiedlichen Gruppen in 
Stufe(ii) kovalent gebunden an ein Polymeres vorliegen. 



15 



20 



12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass das Polymere 
direkt auf dem TiSger durch Polymerisation oder Polykondensation min- 
destens eines Monomeren, das mindestens zwei unterschiedliche zur Bin- 
dung befahigte Gruppen aufweist ist, oder von mindestens zwei Monome- 
ren, die jeweils mindestens eine zur Bindung befahigte Gruppen aufwei- 
sen, wobei besagte Gruppen unterschiedlich sind, hergestellt wird, und die 
Polymerisation oder Polykondensation in Gegenwart des spater zu binden- 
den Substrats stattfindet. 



13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass in Stufe (ii) die mindestens zwei unterschiedlichen zur Bindung mit 
25 einem zweiten Substrat befahigten Gruppen uber ein Reagenz auf einen 

Trager aufgebracht werden, das ausgewShlt wird aus der Gruppe umfas- 
send AktivierungsReagenzien, SilanisierungsReagenzien und Spacer, oder 
Gemische aus zwei oder mehreren dieser Reagenzien. 



30 



14. 



Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass in Stufe (ii) 
die mindestens zwei unterschiedlichen zur Bindung mit einem zweiten 
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Substrat befahigten Gruppen ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend 
aus Phenyl-, Hydroxyphenyl-, Carboxyl-, Amin-, Amid-, Hydroxyl-, In- 
dole, Imidazol- und Guanidin-Rest 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es zusatzlich die Stufe (v) umfasst: 

(v) Isolierung des mindestens einen zweiten Substrats. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es zusatzlich die Stufe (vi) umfasst: 

(vi) Charakterisierung und Identifizierung des mindestens einen zwei- 
ten Substrats, 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Substrat einen oder mehrere nattirliche Wirkstoffe aus- 
gewahlt aus der Gruppe umfassend AminosSuren, Oligopeptide, Nucleoti- 
de, Proteine, Glukoproteine, Antigene, Antikorper, Kohlenhydrate, Enzy- 
me, Co-Enzyme, Hormone, Alkaloide, Steroide, Viren, Mikroorganismen, 
Inhaltstoffe pflanzlicher und tierischer Gewebe, Zellen, Zellfragmente, 
Zellkompartimente, Zellaufschliisse, Lectine, Flavyliumverbindungen, 
Flavone und Isoflavone, oder einen oder mehrere synthetische Wirkstoffe 
ausgewahlt aus der Gruppe von Substanzen mit Wirkung auf das Nerven- 
system, mit Wirkung auf das Hormonsystem, mit Wirkung auf Mediato- 
ren, mit Wirkung auf das Herz-Kreislauf-System, mit Wirkung auf den 
Respirationstrakt, mit Wirkung auf den Magen-Darm-Trakt, mit Wirkung 
auf die Niere und ableitende Harnwege, mit Wirkung auf das Auge, mit 
Wirkung auf die Haut, Substanzen zur Prophylaxe und Therapie von In- 
fektionserkrankungen, mit Wirkung auf maligne Tumoren, mit Wirkung 
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auf das Immunsystem und immunologisch wirksame Stoffe, sowie Insekti- 
zide, Herbizide, Pestizide und Fungizide umfasst. 

Kombinatorische Bibliothek umfassend eine Kollektion von Sorbentien 
mit jeweils mindestens zwei unterschiedlichen Gruppen, die zur Bindung 
mindestens eines Substrats mit mindestens zwei unterschiedlichen Grup- 
pen geeignet sind, wobei die jeweils mindestens zwei unterschiedlichen 
Gruppen der Sorbentien und die des mindestens einen Substrats zueinander 
komplementMr sind. 

» 

Kombinatorische Bibliothek nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, 
dass die mindestens zwei unterschiedlichen Gruppen der Sorbentien und 
die mindestens zwei unterschiedlichen Gruppen des mindestens einen Sub- 
strats ausgewahlt werden unter Gruppen, die Bestandteil von AminosSu- 
ren, Zuckern, Nukleotiden, Nukleosiden, Pyrimidin- und Puiinbasen sind. 

Sorbens-Substrat-Komplex umfassend mindestens ein Sorbens mit minde- 
stens zwei unterschiedlichen zur Bindung befShigten Gruppen und minde- 
stens ein Substrat mit mindestens zwei unterschiedlichen zur Bindung be- 
fahigten Gruppen, dadurch gekennzeichnet, dass die zur Bindung befahig- 
ten Gruppen des mindestens einen Sorbens und die des mindestens einen 
Substrats zueinander komplementMr sind. 

Verwendung eines Verfahrens gemafi einem der Anspruche 2 bis 17 oder 
Verwendung einer kombinatorischen Bibliothek nach einem der Ansprti- 
che 18 bis 19 zur Detektion von Rezeptor-Wirkstoff-Wechselwirkungen, 
zum Wirkstoff-Screening, zur Entwicklung von Leadsubstanzen, zur Ab- 
trennung von Substraten, zur Reinigung von Substraten, zur Trennung 
isomerer Verbindungen, zur Reinigung von Hilssigkeiten unter Abtren- 
nung von Schadstoffen, zur Abreicherung dynamisch kombinatorischer 
Bibliotheken. 
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15. Dezember 2003 

instrAction GmbH 1100201 MR/ABB 



Zusammenfassung 



Verfahren zur selektiven Bindung eines Substrats mit mindestens zwei unter- 
schiedlichen zur Bindung befahigten Gruppen an mindestens ein Sorbens, dadurch 
gekennzeichnet, dass es die Stufen (i) bis (iv) umfasst: 

(i) Ermittlung von mindestens zwei zur Bindung mit einem Sorbens befahig- 
ten Gruppen aus einem synthetischen oder nattlrlichen ersten Substrat, 

(ii) Aufbringen jeweils mindestens zweier unterschiedlicher zur Bindung mit 
einem zweiten synthetischen oder natiirlichen Substrat befahigten Gruppen 
auf jeweils einen Trager unter Bildung mindestens eines Sorbens, wobei 
es sich bei den Gruppen um die gleichen Gruppen der Stufe (i) oder dazu 
komplementare oder nicht-komplementare Gruppen handelt, und das 
zweite Substrat der Stufe (ii) gleich oder verschieden vom ersten Substrat 
gemaB Stufe (i) ist. 

(iii) Ihkontaktbringen mindestens eines zweiten Substrats, das gleich oder ver- 
schieden vom ersten Substrat sein kann, mit mindestens einem Sorbens der 
Stufe (ii), 

(iv) Priifung der Bindungsstarke des mindestens einen zweiten Substrats an das 
mindestens eine Sorbens der Stufe (iii), 

unter Verwendung mindestens eines Sorbens, dessen Herstellung die Stufen (i) 
und (ii) umfasst. 



